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Promoteur inductible COMTII, gene chimere le comprenant et plantes 

transformers 

La presente invention cpneerae une nouvelle sequence de regulation promotrice 
inductible en reponse a une blessure, mecanique ou chimique, ou en reponse a une 
5 agression par un agent pathogene, notamment bacterien, fongique ou viral, ou par un 
insecte ou un nematode. 

La presente invention concerne egalement un gene chimere (ou cassette 
d'expression) comprenant la sequence de regulation promotrice selon Finvention qui 
contrdle F expression d'une sequence codante heterologue, heterologue signifiant ici une 
1 0 sequence codante differente de la sequence codante native. 

La presente invention concerne egalement un organisme hote comprenant ledit 
gene chimere, les plantes transformees le comprenant et les semences (graines) desdites 
plantes transformees. 

II est coiuiu de Fetat de la technique que certains genes, silencieux en 1'absence 
15 degression, ne sont actives que par une agression tant mecanique que chimique et/ou en 
reponse a une agression par un agent pathogene, un insecte ou un nematode. De tels 
genes et leurs facteurs d'activation sont notamment decrits dans le brevet US 5 670 349. 

Ces differents modes de defense sont g6neralement lies a une regulation de 
1' expression de certains genes impliques dans les mecairismes de defense des plantes par 
20 induction de leurs sequences de regulation promotrices. On connait plusieurs sequences 
de regulation inductibles comme les promoteurs de phenylalanine ammoniac lyase 
(PAL), d'HMG-CoA reductase (HMG), de chitinases, de glucanases, d'inhibiteurs de 
proteinase (PI), de genes de la famille PR1, de la nopaline synthase (nos) ou du g&ne 
vspB, tous ces promoteurs etant rappeles avec les references des publications 
25 correspondantes par le Tableau 3 du brevet US 5 670 349. On connait egalement le 
promoteur HMG2 decrit dans ce meme brevet US 5 670 349, comme le promoteur de la 
beta-galactosidase (ABG1) de pomme ou le promoteur de Famino cyclopropane 
carboxylate syntase (ACC synthase) de pomme decrits dans la demande de brevet WO 
98/45445. 

30 La presente invention concerne un nouveau fragment d'acide nucleique, en 

particulier isole, comprenant un promoteur de plante (ou sequence de regulation 
promotrice) inductible, ledit promoteur inductible etant constitue par le promoteur d'un 
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gene d'<3-methyltransferase de classe II (ci-apr£s COMT II) de plante. 

Les genes d'(9-methyltransf6rase de classe II, dont le gene d'acide cafeique-(9- 
methyltransferase de classe II, ? de plantes sont silencieux (inactifs) en Fabsence de toute 
agression puisque les plantes non agressees ne l'expriment pas, ou pour le moins a des 
5 niveaux indetectables par les methodes d'analyse usuelles. Ainsi, le messager de la 
COMT II est indetectable par la technique de " Northern blot " dans differents tissus 
d'une plante saine non traitee, comme par exemple le tabac (Pellegrini & al., 1993). 
Cette COMTII et son promoteur sont actives (ou induits) par les blessures, les infections 
virales, les agressions aux rayons UV, ou aux agressions chimiques par differents 
10 produits comme le benzothiazole (BTH), le methyle jasmonate ou des eiiciteurs 
d'origine vegetale comme la pectine. 

De maniere avantageuse, le fragment d'acide nucleique isole selon rinvention est 
constitue par un promoteur de COMTII de plante. 

Par COMTII de plante, on entend selon 1' invention tpute OMT de plante qui n'est 
15 pas exprimee dans les plantes saines non traitees, mais qui Test a la suite d'une 
agression mecanique, chimique, par un pathogdne, un insecte ou un nematode. 

Par plante d'origine de la COMTII, on entend selon rinvention tout organisme 
pluricellulaire differencie capable de photosynthese, qu'elle soit monocotyledone ou 
dicotyledone, comme par exemple le riz, le ble, Torge, le tournesol, le mais, le tabac, le 
20 colza, le soja ou Arabidopsis thaliana. 

Selon un mode particulier de realisation de rinvention, la COMT II est une 
COMT de plante dicotyledone, de preference de tabac. 

Par promoteur, on entend selon rinvention la region non codante d*un g£ne 
impliquS dans la liaison avec TARN polymerase et d'autres facteurs qui sont 
25 responsables de 1 'initiation et de la modulation de la transcription conduisant a la 
production d'un transcrit d'ARN. II s'agit plus particulidrement de toute sequence en 5* 
du site d'initiation de la traduction ou codon " start " (ATG) de la sequence codante de 
la COMTII permettant la transcription et T expression de ladite sequence codante. 

Le promoteur selon rinvention comprend avantageusement une sequence de plus 
30 de 600 nucleotides en amont de I* ATG de la COMT II, de preference de plus de 700, de 
plus de 800 voire de plus de 900 nucleotides en amont de l'ATG, plus 
preferentiellement de plus de 1000 nucleotides en amont de l'ATG, encore plus 




preferentiellement de plus de 1200 nucleotides en amont de FATG. Les prornoteurs 
comprenant plus de 1500 nucleotides en amont de FATG de la COMTII font egalement 
partie de la presente invention*, 

Le promoteur comprend un site d' initiation de la transcription. Le site d' initiation 
5 de la transcription est generalement situe a moins de 100 nucleotides en amont de 
FATG, avantageusement a environ 90 nucleotides en amont. 

De maniere avantageuse, Fextremite 3' du promoteur COMTII selon Finvention 
est situee entre le site d' initiation de la transcription et FATG. De preference, 
Fextremite 3' du promoteur COMTII est situee entre 10 et 50 nucleotides en aval du site 
10 d' initiation de la transcription, plus preferentiellement entre 20 et 40 nucleotides en 
aval, encore plus preferentiellement entre 20 et 30 nucleotides en aval. 

Le promoteur COMTII selon Finvention comprend egalement au moins une boite 
TATA et au moins une boite CAT. La boite TATA est generalement situee a moins de 
50 nucleotides en amont du site d'initiation de la transcription, a environ 40 nucleotides 
15 en amont. La boite CAT est generalement situee a moins de 100 nucleotides en amont 
du site d'initiation de la transcription, de preference a environ 100 nucleotides et/ou 80 
nucleotides en amont. De maniere avantageuse, le promoteur comprend deux boites 
CAT. 

Le promoteur selon Finvention comprend egalement des elements regulateurs 
20 impliques dans Fexpression de g£nes du metabolisme des phenylpropanoides et des 
genes associes a la defense, en particulier au moins une boite A et/ou au moins une boite 
L et/ou au moins une boite L inversee et/ou au moins une boite P et/ou au moins une 
boite W inversee. La boite A comprend la sequence suivante CCGTCC. Elle est 
generalement situ6e a moins de 410 nucleotides du site d'initiation de la transcription. 
25 La boite L comprend la sequence suivante CTTCAACAACCAACC. Elle est 
generalement situee a moins de 180 nucleotides du site d'initiation de la transcription. 
La premiere boite L inversee comprend la sequence suivante GTTAGGTGAAG. Elle 
est generalement situee a moins de 1000 nucleotides en amont du site d'initiation de la 
transcription. Avantageusement, le promoteur selon Finvention comprend deux boites L 
30 inversees, Fune a environ 970 nucleotides en amont du site d'initiation de la 
transcription et F autre a environ 440 nucleotides en amont. La deuxteme boite L 
inversee comprend la sequence suivante TGTTAGGTGTGTGTTT. La boite P 



comprend la sequence suivante CACACCAACTCCCA. Elle est generalement situee a 
moins de 750 nucleotides en amont du site d'initiation de la transcription. La boite W 
inversee comprend la sequence suivante GGTCAA. Elle est generalement situee a 
moins de 1200 nucleotides en amont du site d'initiation de la transcription. 
5 Avantageusement, le promoteur selon Tinvention comprend deux boites W inversees, 
Tune a environ 1110 nucleotides en amont et Tautre & environ 210 nucleotides en 
amont. 

Le promoteur selon Tinvention comprend £galement au moins une boite E et/ou 
au moins une boite G et/ou au moins une boite GT. La boite E comprend la sequence 

10 suivante TTCCATCAAG. Elle est generalement situee h moins de 110 nucleotides en 
amont du site d'initiation de la transcription. La boite G comprend la sequence suivante 
CCACGT. Elle est generalement situee a moins de 600 nucleotides en amont du site 
d'initiation de la transcription. La boite GT comprend la sequence suivante GGTTAA. 
Elle est generalement situee a moins de 450 nucleotides en amont du site d'initiation de 

15 la transcription. Avantageusement, le promoteur selon 1' invention comprend deux boites 
GT, Tune a environ 400 nucleotides en amont et l'autre a environ 280 nucleotides en 
amont. 

Selon un mode avantageux de realisation de 1' invention, le promoteur selon 
Tinvention est constitue par le promoteur COMTII de tabac defini par la sequence 

20 nucleotidique en amont de TATG representee par ridentificateur de sequence 1 (SEQ 
ID NO 1), de preference la sequence comprise entre les nucleotides 557 et 1795 de 
1'identiflcateur de sequence n° 1, les sequences capables de s'hybridiser de mani&re 
selective aux dites sequences et leurs sequences homologues. 

Par « sequence capable de s'hybridiser de maniere selective », on entend selon 

25 Tinvention les sequencesqui s'hybrident avec les sequences ci-dessus a un niveau 
supperieur au bruit de fond de maniere significative. Le bruit de fond peut etre lie a 
l'hybridiqtion d'autres sequences d'ADN presentes, notamment d'autres ADNc 
presentes dans une banque d'ADNc. Le niveau du signal g£ner£ par 1' interaction entre la 
sequence capable de s'hybridiser de maniere selective et les sequences definies par les 

30 sequence ID ci-dessus selon Tinvention est generalement 10 fois, de preference 100 fois 
plus intense que celui de Tinteraction des autres sequences d'ADN generant le bruit de 
fond. Le niveau d' interaction peut etre mesure par exemple , par marquage de la sonde 
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avec des elements radioactifs, comme le 32P. L'hybridation selective est generalement 
obtenue en employant des conditions de milieu tres severes (par exemple NaCl 0,03 M 
et citrate de sodium 0,03 M a environ 50°C-60°C). L'hybridation peut bien entendu etre 
effectu^e selon les methodes usuelles de Tetat de la technique (notamment Sambrook & 
5 al., 1989, Molecular Cloning : A Labratory Manual), 

Par sequence homologue, on entend selon Tinvention toute sequence comprenant 
plus de 70 % d'homologie, preferentiellement plus de 80 % d'homologie, encore plus 
preferentiellement plus de 90 % d'homologie, et qui conserve les 61&nents fonctionnels 
du COMT1I lui conf&rant ses propri6tes de promoteur inductible. Les m&hodes de 

10 mesure et d' identification des homologies entre les sequences d'acides nucleiques sont 
bien connues de l'homme du metier. On peut employer par exemple les programmes 
PILEUP ou BLAST (notamment Altschul & al., 1993, J. Mol. Evol. 36 :290-300 ; 
Altschul & al., 1990, J. Mol. Biol. 215 :403-10). 

L'isolement, le clonage et la caracterisation des promoteurs COMT II a partir des 

15 genes de COMT II se fait selon les methodes experimentales usuelles de l'homme du 
metier pour isoler, doner et caract&iser un promoteur, abondamment decrites dans la 
literature. 

L'isolement et le clonage d f un gene COMT II se fait par analyse d'une banque 
genomique pr^paree a partir de l'ADN de la plante d'interSt. L'ADN genomique est 

20 couple par une ou plusieurs enzymes de restriction appropriees et introduit dans un 
vecteur addquat pour constituer, par des mdthodes connues de Thomme du metier, une 
banque contenant Tensemble du DNA genomique de la plante (Ausubel et al., 1998; 
Sambrook et al., 1989). 

Le ou les clones renfennant un gene COMT II est (sont) isole(s) grace a une sonde 

25 nucleotidique. La sequence de la sonde est soit d^duite de la sequence proteique si 
Tenzyme a ete purifiee (en suivant son activity par exemple), soit pr^paree k partir d'un 
clone de cDNA issu d'une banque. Cette banque de cDNA est preparee a partir de 
mRNA extrait de tissus traites de fa9on a induire Texpression du g6ne COMT II (par la 
blessure, Tinfection ou un traitement chimique comme decrit dans les exemples ou les 

30 figures 1-5). La banque de cDNA est ensuite criblfe par des anticorps diriges contre une 
proteine COMT II (de tabac par exemple) ou par une sonde nucleotidique deduite de la 
proteine COMT II de la plante consideree ou deduite des sequences conservees chez les 



COMT de plantes. Le cDNA ainsi isole est caracterise par sa sequence nucleotidique ou 
par 1'activite enzymatique de la proteine recombinante obtenue apres expression du 
cDNA dans un organisme procaryote ou eucaryote. 

Les sequences non codantes du cDNA (3* et/ou 5') sont utilisees pour selectionner, 
5 par PCR, en conditions tres selectives, le ou les clones genomiques renfermant le gene 
COMT II exprimfi lors du traitement utilise pour construire la banque cDNA. Les 
sequences promotrices sont alors Stre isolees par PCR ou toute autre methode 
appropriSe bien connue de Phomme du m&ier. 

Sur la base des informations contenues dans la presente demande de brevet pour le 
10 promoteur COMTII de tabac, Phomme du metier sera a meme d'identifier d'autres 
promoteurs COMTII d'autres especes vegetales une fois le gene COMTII identifie et 
clone selon les methodes usuelles, notamment celles decrites ci-dessus. 

La presente invention concerne egalement un gene chimere (ou cassette 
d'expression) fonctionnel dans les cellules v6g6tales et les plantes comprenant dans le 
15 sens de la transcription une sequence de regulation en 5', une sequence codante et une 
sequence de regulation en 3', la sequence de regulation en 5' comprenant un promoteur 
COMT II selon P invention d&3ni auparavant 

Par "cellule veg&ale", on entend selon Pinvention toute cellule issue d'une plante 
et pouvant constituer des tissus indififerencies tels que des cals, des tissus diffSrenci6s 
20 tels que des embryons, des parties de plantes, des plantes ou des semences. 

On entend par "plante" selon T invention, tout organisme multicellulaire 
diflterencie capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, 
plus particulierement des plantes de culture destinies ou non k P alimentation animale 
ou humaine, comme le mals, le ble, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, 
25 le tabac, le coton, etc. 

Comme sequence de regulation en 5', on peut utiliser le promoteur COMTII selon 
Tinvention seul ou associ6 a au moins une partie d'un promoteur d'un gene s'exprimant 
naturellement dans les plantes en particulier un promoteur s'exprimant notamment dans 
les feuilles des plantes, cornme par exemple des promoteurs dits constitutes d'origine 
30 bacterienne, virale ou vegetale ou encore des promoteurs dits lumtere dependants 
comme celui d'un gfene de la petite sous-unite de. ribulose- biscarboxylase/oxygenase 
(RuBisCO) de plante ou tout promoteur convenable connu pouvant etre utilise. Parmi 



i^eeetale on citera les promoteurs d'histoIE; t< 



les promoteurs d'origin^rcgetale on citera les promoteurs d'histofRT tels que decrits dans 
la demande EP 0 507 698, ou le promoteur d'actine de riz (US 5,641,876). Parmi les 
promoteurs d'un gene de virus, de plante, on citera celui de la mosai'que du choux fleur 
(CAMV 19S ou 35S), ou le promoteur du circovirus (AU 689 311). 
5 On peut encore utiliser le promoteur COMTII selon l'invention en association 

avec au moins une partie d'un promoteur specifique de regions ou de tissus particuliers 
des plantes, et plus particulierement des promoteurs specifiques des graines ([22] Datla, 
R.& al., Biotechnology Ann. Rev. (1997) 3, 269-296), notamment les promoteurs de la 
napine (EP 255 378), de la phaseoline, de la glutenine, de l'heliantinine (WO 92/17580), 

10 de l'albuinine (WO 98/45460) ou de l'oelosine (WO 98/45461). 

Selon Finvention, on peut egalement utiliser, en association avec le promoteur 
COMTII selon l'invention, d'autres sequences de regulation, qui sont situees entre le 
promoteur et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription 
("enhancer"), comme par exemple Tactivateur de translation du virus de la mosai'que du 

15 tabac (VMT) decrit dans la demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (VET) 
decrit par Carrington & Freed. 

Comme sequence de regulation terminatrice .ou de polyadenylation, on peut 
utiliser toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le 
terminateur nos d f Agrobacterium tumefaciens, ou encore d'origine vegetale, comme par 

20 exemple un terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 317. 

La sequence codante du gene chimere selon l'invention comprend une sequence 
codante pour un gene rapporteur, comme la sequence codante GUS, ou une sequence 
codante pour une proteine d'interet. Au regard du mode d'induction du promoteur selon 
l'invention, blessure, infection virale ou reponse a des eliciteurs, la proteine d'interet est 

25 avantageusement xme proteine conferant aux plantes des proprietes de resistance aux 
maladies ou aux insectes. 

Parmi les proteines ou peptides d'interet conferant de nouvelles proprietes de 
resistance aux maladies on citera notamment les chitinases, les glucanases, l'oxalate 
oxydase, toutes ces proteines et leurs sequences codantes etant largement decrites dans 

30 la litterature, ou encore les peptides antibacteriens et/ou antifongiques, en particulier les 
peptides de moins de 100 acides amines riches en cysteines comme les thionines ou 
defensines de plantes, et plus particulierement les peptides lytiques de toutes origines 
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comprenant un ou ' plusieurs ponts disulfides entre les cysteines et des regions 
comprenant des acides amines basiques, notamment les peptides lytiques suivants : 
l'androctonine (WO 97/30082 et PCT/FR98/01814, deposee le 18 aout 1998) ou la 
drosomicine (PCTYFR98/01462, deposee le 8 juillet 1998). 
5 Selon un mode preferential de realisation de 1' invention, la proline ou peptide 

d'interret est choisi parmi les peptides eliciteurs fongiques, en particulier les elicitines 
(Kamoun & al., 1993 ; Panabieres & al., 1995). De maniere preferentielle, le peptide 
61iciteur fongique est la megaspermine. La megaspermine et sa sequence codante est 
representee par Tidentificateur de sequence n° 13 (SEQ ID 13). De maniere plus 

10 preferentielle, le gene chimere selon Tinvention comprenant dans le sens de la 
transcription une sequence de regulation en 5' comprenant un promoteur COMT II et 
une sequence codante pour la megaspermine comprend la sequence d' ADN representee 
par l'identificateur de sequence n° 14 (SEQ ID 14). 

Parmi les proteines d'int£rSt conf6rant de nouvelles propriety de resistance aux 

15 insectes, on citera plus particulierement les proteines Bt largement d^crites dans la 
litterature et bien connues de Phomme du metier. On citera aussi les proteines extraites 
de bactdries comme Photorabdus (WO 97/17432 & WO 98/08932). 

La presente invention concerne egalement un gene chimfere (ou cassette 
d'expression) fonctionnel dans les cellules v^getales et les plantes comprenant dans le 

20 sens de la transcription une sequence de regulation en 5\ une sequence codante pour un 
eliciteur et une sequence de regulation en 3\ la sequence de regulation en 5 9 comprenant 
un promoteur inductible. 

De maniere preferentielle, r eliciteur est une elicitine, plus preferentiellement la 
megaspermine telle que definie ci-dessus. 

25 Le promoteur inductible est avantageusement choisi parmi les promoteurs de 

phenylalanine ammoniac lyase (PAL), d'HMG-CoA reductase (HMG), de chitinases, de 
glucanases, d'inhibiteurs de proteinase (PI), de genes de la famille PR1, de la nopaline 
synthase (nos) ou du gene vspB (US 5 670 349, Tableau 3), le promoteur HMG2 (US 5 
670 349), le promoteur de la beta-galactosidase (ABG1) de pomme ou le promoteur de 

30 P amino cyclopropane carboxylate syntase (ACC synthase) de pomme (WO 98/45445). 

La presente invention concerne Egalement un vecteur de clonage et/ou 
d'expression pour la transformation des cellules vegetales ou des plantes contenant au 




moins un gene chimer^el que defini ci-dessus. Ce vecteur comprend outre le g6ne 
chimere ci-dessus, au moins une origine de replication. Ce vecteur peut etre constitue 
par un plasmide, un cosmide, un bacteriophage ou un virus, transformes par 
T introduction du gene chimere selon P invention. De tels vecteurs de transformation 
5 sont bien connus de Phomme du metier et largement decrits dans la litterature. Pour la 
transformation des cellules vegetales ou des plantes, il s'agira notamment d'un virus qui 
peut etre employe pour la transformation des plantes developpees et contenant en outre 
ses propres elements de replication et d'expression. De maniere preferentielle, le vecteur 
de transformation des cellules vegetales ou des plantes selon Pinvention est un 
10 plasmide. 

Pour la transformation des cellules vegetales ou des plantes, le gene chimere selon 
P invention peut etre employe en association avec un gene marqueur de selection, soit 
dans un meme vecteur, les deux genes etant associes de mani&re convergente, 
divergente ou colinSaire, ou encore dans deux vecteurs employes simultanement pour la 
15 transformation de Porganisme hote. De tels genes marqueurs et leur utilisation pour la 
transformation des plantes sont bien connus de Phomme du metier et largement decrits 
dans la litterature. 

Parmi les gdnes codant pour des marqueurs de selection, on peut citer les genes de 
resistance aux antibiotiques, les genes de tolerance aux herbicides (bialaphos, 

20 glyphosate ou isoxazoles), des genes codant pour des enzymes rapporteurs facilement 
identifiables comme P enzyme GUS, des genes codant pour des pigments ou des 
enzymes regulant la production de pigments dans les cellules transformees. De tels 
genes marqueurs de selection sont notamment decrits dans les demandes de brevet EP 
242 236, EP 242 246, GB 2 197 653, WO 91/02071, WO 95/06128, WO 96/38567 ou 

25 WO 97/04103. 

L'invention a encore pour objet un procede de transformation des cellules 
vegetales par integration au g&iome des dites cellules vegetales d'au moins un gene 
chimere tel que defini ci-dessus, transformation qui peut etre obtenue par tout moyen 
connu approprie, amplement decrit dans la litterature specialisee et notamment les 
30 references citees dans la presente demande, plus particulidrement par le vecteur selon 
Pinvention. 

Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules, des protoplastes ou des 
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tissus avec des particules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. Une autre 
serie de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un gene 
chimere insere dans un ^plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri 
d'Agrobacterium rhizogenes. D'autres methodes peuvent etre utilisees telles que la micro 
5 injection ou l'electroporation, ou encore la precipitation directe au moyen de PEG. 
L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la nature de 
Torganisme hote, en particulier de la cellule vegetale ou de la plante. 

La presente invention a encore pour objet les cellules v^getales ou plantes 
transformes et contenant un gene chimere defini ci-dessus. 

10 La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 

transformees, en particulier les plantes regenerees a partir des cellules transformees. La 
regeneration est obtenue par tout procede approprie qui depend de la nature de l'espece, 
comme par exemple decrit dans les references ci-dessus. Pour les procedes de 
transformation des cellules vegetales et de regeneration des plantes, on citera 

15 notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475, 
US 5,464,763, US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 672 752, US 
4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5,179,022, 
US 5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554,798, US 
5,489,520, US 5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233, EP 

20 486 234, EP 539 563, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention conceme egalement les plantes transformees issues de la 
culture et/ou du croisement des plantes regenerees ci-dessus, ainsi que les graines de 
plantes transformees. 

Les plantes transformees pouvant etre obtenues selon l'invention peuvent etre du 

25 type monocotyledones telles que par exemple les cer^ales, la canne k sucre, le riz et le 
mai's ou dicotyledones comme par exemple le tabac, la soja, le colza, le coton, le 
tournesol, la betterave, le trefle, etc. 

Les plantes transformees selon Finvention peuvent contenir d'autres genes 
d'interet, conferant aux plantes de nouvelles proprietes agronomiques. Parmi les genes 

30 conferant de nouvelles proprietes agronomiques aux plantes transformees, on peut citer 
les genes conferant une tolerance k certains herbicides, ceux conferant une tolerance k 
certains insectes, ceux conferant une tolerance a certaines maladies . De tels genes sont 
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notamment decrits dans^^ demandes de brevet WO 91/02071 et WO 95/06128. On 
peut egalement citer les genes modifiant la constitution des plantes modifiees, en 
particulier la teneur et la qua|ite de certains acides gras essentiels (EP 666 918) ou 
encore la teneur et la qualite des proteines, en particuliers dans les feuilles et/ou les 
5 graines desdites plantes. On citera en particulier les genes codant pour des proteines 
enrichies en acides amines soufres ([1]; WO 98/20133 ; WO 97/41239 ; WO 95/31554 ; 
WO 94/20828 ; WO 92/14822). Ces proteines enrichies en acides amines soufres auront 
egalement pour fonction de pieger et stocker la cysteine et/ou la methionine 
excedentaire, permettant d'eviter les problemes eventuels de toxicite li6s k une 

10 surproduction de ces acides amines soufres en les ptegeant. On peut citer egalement des 
genes codant pour des peptides riches en acides amines soufres et plus particulierement 
en cysteines, les dits peptides ayant egalement une activity antibacterienne et/ou 
antifongique. On citera plus particulierement les d6fensines de plantes, de meme que les 
peptides lytiques de toute origine, et plus particulierement les peptides lytiques suivants 

15 : Tandroctonine (WO 97/30082 et PCT/FR98/01814, deposee le 18 aout 1998) ou la 
drosomicine (PCT/FR98/01462, deposee le 8 juillet 1998. 

Ces autres gdnes d'interet peuvent etre combines au gene chim6re selon 
Tinvention soit par croisement conventionnel de deux plantes contenant chacune Tun 
des genes (la premiere le gene chimere selon Tinvention et la seconde le g6ne codant 

20 pour la proline d'interet) soit en effectuant la transformation de cellules veg&ales 
d'une plante contenant le g&ne codant pour la proline d'int&ret avec le gfene chimere 
selon Tinvention. 

Les exemples ci-apres permettent d'illustrer Tinvention, sans toutefois chercher a 
en limiter la portee. 

25 Toutes les methodes ou operations decrites ci-dessous dans ces exemples sont 

donnees a titre d'exemples et correspondent a un choix, effectue parmi les differentes 
m6thodes disponibles pour parvenir au meme resultat. Ce choix n'a aucune incidence sur 
la qualite du resultat et par consequent, toute m6thode adaptee peut Stre utilisee par 
Thomme de Tart pour parvenir au meme resultat. La plupart des m&hodes d'ingdnierie 

30 des fragments d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in Molecular Biology" 
Volumes 1 et 2, Ausubel F.M. et al ou dans Sambrook et al 1989. 

Description de la figure 1 : Cinetiques d' activity GUS (1A) correspondant k la 
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construction promoteur COMTII(-1215 a +24)/GUS et COMTII (IB) au cours d'une 
infection virale (VMT) ou lors d*une blessure. 

Exemple 1 : Isolement $u gene COMT de classe II 

Le criblage d'une banque genomique de tabac a permis d'isoler 6 clones differents 
5 contenant des genes de COMT de classe II (COMTII). Ces derniers ont d'abord 6t6 
caracterises par leurs profils de restriction qui ont revele une certaine het&ogeneite 
parmi les differents clones. 

Les COMTII forment une famille multig&iique composee de six & sept gfenes dont 
un seul est transcrit dans les reactions de defense puisqu'un seul type d'ADNc a 6te 
10 caract6rise dans une banque elaboree a partir de feuilles inoculSes par le virus de la 
mosaique du tabac (VMT) (Pellegrini & al. 1993). Afin d' identifier le ou les clones 
renfermant le gene exprime lors des reactions de defense, des reactions PCR ont ete 
rSalisees en utilisant des amorces d&ivees de la region 3' non codante de TADNc. Dans 
des conditions de selectivity elevee un seul clone est alors amplifi6. Les produits 
15 d' amplifications ont 6te sequences. Les sequences obtenues ont presente une homologie 
parfaite avec celles des regions 3' non codantes de TADNc. 

Exemple 2 ; Analyse des sequences du promoteur de gene de la COMT de 
classell 

20 Le clone genomique retenu a ete sous-clone dans un vecteur bacterien (puc 18) et 

represente un insert de 14 kb dont 9 kb sont situes en amont de TATG du g&ie COMTII. 

Le site d' initiation de la transcription a &e determine par la technique d'extension 
d'amorce et il se place a 90 nucleotides du site d'initiation de la traduction. 

Le promoteur a €t€ sequence sur une longueur de 1771 kilobases. Des 616ments 

25 non specifiques et communs aux gfenes eucaryotes impliques dans rinitiation de la 
transcription tels la TATA box et la CAT box ont 6t6 retrouvSs dans le promoteur 
COMTII (SEQ ID NO 1). Des sites de regulation ont 6te mis en Evidence par 
comparaison des sequences promotrices du gene COMTII avec celles de genes 
intervenant dans les mecanismes de defense. Le promoteur COMTII contient des 

30 Elements specifiques des genes du metabolisme des phenylpropanoTdes impliqu6s dans 
la reponse au stress comme les trois boites P, A, L (initialement identifiees dans le gene 
PAL de persil) (SEQ ID NO 1). Ces trois boites sont impliquees dans la reponse aux 



13 

eliciteurs et les boites P"et L sont egalement impliquees dans lareponse aux UV. La 
boite E initialement identifiee dans le gene de la CCoAOMT de persil et extremement 
conservee dans les genes du m<etabolisme des phenylpropanoides joue aussi un r61e dans 
la reponse aux eliciteurs, 
5 Le promoteur COMTII possede egalement des elements jouant un role important 

dans Tinduction de gdnes PR par les Eliciteurs telle la boite W (SEQ ID NO 1). 

Des elements regulateurs generaux sont retrouvds dans le promoteur de la 
COMTII telles les boites G, GT et lament activateur du virus simiens SV40 (SEQ ID 
NO 1). La boite G est un element present dans une grande variete de promoteurs 
10 vegetaux. La boite G, associee a des elements cis sp^cifiques, est impliqu^e dans la 
regulation de nombreux genes repondant a differents signaux physiologiques et 
environnementaux. La region promotrice, responsable de la regulation de genes par le 
methyle jasmonate, est constitute d'une boite G associee a des sequences riches en 
nucleotides C. Une organisation similaire est retrouvee au niveau du promoteur de g6nes 
1 5 specifiquement induits lors de la blessure. Les boites L, presentes dans le promoteur de 
la COMTII, pourraient intervenir dans ce genre d'interactions car ce sont des motifs 
riches en nucleotides C. 

Les boites GT, representees plusieurs fois dans les promoteurs, semblent jouer un 
role dans la modulation de l'expression de certains gdnes vegetaux, soit en tant 
20 qu'activateur ou en tant que represseur. 

Exemple 3 : Analyse fonctionnelle des regions promotrices du gene COMTII 

L'analyse fonctionnelle du promoteur COMTII a et6 realisee par transgenese en 
expression stable. Le transgene a ete obtenu par fusion transcriptionnelle entre le 

25 promoteur et un gdne rapporteur, le gene GUS (p-glucuronidase). Quatre constructions 
correspondant a differentes deletions du promoteur ont ete r6alis6es afin de preciser la 
nature des sequences promotrices importantes responsables de la regulation du gene. 
Ces constructions correspondent aux sequences promotrices de -1215 a +24 paires de 
bases (bp), de -420 a +24 bp, de -313 a +24bp et de -121 k +24 bp (par rapport au site 

30 +1 de la transcription), 557 a 1795, 1352 a 1795, 1459 a 1795 et 1651 a 1795 
respectivement sur la SEQ ID NO 1 introduces en amont du gene GUS dans le vecteur 
pBilOl (Clontech). 
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Les differentes constructions ont 6t€ introduces via^^-obacterium tumefaciens 
dans le genome des plantes. Une population d'une dizaine de plants de tabac transformes 
a ete regeneree pour chaque ^construction. Le niveau d'expression du transgene a ete 
determine par dosage de l'activite enzymatique et par des tests histochimiques. 
5 Parallelement l'expression des genes COMTII a ete analysee par mesure de l'activite des 
enzymes correspondantes. 

Resultats: 

L'activitd GUS a 6X6 testae dans ces plantes dans differentes conditions d'induction 
des reactions de defense, par un eliciteur fongique injecte dans les feuilles 
10 (megaspermine), ou apres exposition aux UV. Les resultats obtenus sont rapportes dans 
les Tableaux 1 et 2 ci-dessous. L'activite GUS est exprimee en pmole MU/min. mg. 
Pour le Tableau 1, le temoin (T) est constitue par T infiltration d'eau dans les feuilles des 
plantes transformees. Des plantes contrdles transformees avec un vecteur vide avaient 
une activity d'environ 10-30 pmoles/min.mg. Pour le Tableau 2, le temoin (T) 
1 5 correspond a Tactivite GUS basale dans les plantes non traitees. 

Tableau 1 - Expression de 1'activite GUS correspondant aux differentes 
constructions COMT II/GUS : induction par la megaspermine 





Activity GUS 


Construction COMT II/GUS 


T 


Megaspermine 


COMT II -1215 a +24 


150 


1150 


COMT H -420 a +24 


2 


6 


COMT n -313 k +24 




0,8 


COMT H -121 a +24 


0,2 


0,8 



Tableau 2 - Expression de l'activit£ GUS correspondant aux differentes 
constructions COMT II/GUS : induction aux UV 





ActiviteGUS 


Construction COMT II/GUS 


T 


UV 


COMT H -1215 a +24 


90 


900 


COMT II -420 a +24 


10 


12 


COMT H -313 a +2' 


10 


11 


COMT H -121 a +24 


11 


10 
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Ces resultats montrent que la taille du promoteur doit etre superieure a 600pb, en 
roccurrence 1239 bp pour pepnettre l'induction et une forte expression du gene GUS. 
Les deletions du promoteurs correspondant aux constructions (-420 a +24), de (-313 a 
5 +24) et de (-121 a +24) provoquent une perte complete de 1'expression du gene GUS 
dans toutes les conditions testees. L'activite du gene GUS sous le controle du promoteur 
de 1239 pb est 1000 fois superieure a celle observee pour les autres constructions. 

Les constants suivants pour diffSrentes tailles de promoteurs sup^rieures a 600 bp 
ont 6t€ prepares et transferes dans les tabacs pour analyse : 
10 { liste des construits} 

Activation du promoteur de la COMTJJ par la blessure et le methyle jasmonate 
et par des eliciteurs d'origine et de nature variees. 

Les plantes transg&iiques possedant la construction COMTO(- 1215 k +24)/GUS 
ont 6t6 trait^es avec differents produits chimiques, r^gulateurs des reactions de defense, 
15 par Tacide salicylique (SA) et le methyl-2-6-dichloroisonicotinique (INA), par des 
eliciteurs fongiques comme des glucanes ou des fragments de chitine et un eliciteur 
d'origine vegetale comme la pectine. L'activite GUS a ete mesuree dans les feuilles 16h 
apres infiltration de ces composes et les resultats rapportes dans le Tableau 3 ci-dessous. 
L'activite GUS est exprimee en pmole MU/min.mg. Le temoin (T) correspond a 
20 l'activite GUS basale dans les plantes transformees non traitees. 

Tableau 3 - Induction de l'activite GUS par des eliciteurs 





Activite GUS 


Induction % 


T 


600 


100 


H20 


1200 


200 


SA(lmM) 


1200 


200 


INA (ImM) 


1700 


200 


Chitines (100^g/ml) 


1200 


200 


Glucanes (200^g/ml) 


1400 


200 


Pectines (200jig/ml) 


3700 


600 



L'augmentation la plus forte de Tactivite GUS (de l'ordre de 3) est obtenue dans 
les plantes infiltrees par des fragments pectiques par rapport au contrSle. 
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L'induction du promoteur de 1239 pb a ete 6tudiee xors de la blessure ou apres 
traitement par le methyle jasraonate (molecule jouant un role dans la signalisation des 
reponses de defense lors de la blessure) et par le benzothiadiazole (BTH) (inducteur 
chimique de la SAR). L'activite GUS est mesure 16h apres traitement. Les resultats sont 
5 rapportes sur le Tableau 4 ci-dessous. 



Tableau 4 - Induction de l'activite GUS par dififerents composes et stress 





Induction de l'activite GUS % 


T 


100 


BTH 


250 


Blessure 


600 


Methyle jasmonate 


1450 


UV 


1000 



• 



Le t&noin (T) correspond a l'activite GUS des plantes non traitees. Le promoteur 
est active par les dififerents traitements. 



Les facteurs deduction varient de 2,5 (BTH) k 14,5 (methyle jasmonate). 

1 0 Activation du promoteur de la COMTII lors de l f infection virale. 

L'inoculation du VMT chez le tabac necessite la production de micro blessures au 
niveau des feuilles permettant I'entree du virus et sa multiplication. L'activite GUS et 
l'activite COMTII ont ete mesurees dans les feuilles blessees et dans les feuilles 
inocul6es par le virus. Les resultats (figure 1) montrent que le gene GUS sous le 

15 contrdle du promoteur COMTII a une cin&ique d'induction identique a celle du g^ne 
COMTII endogene, suivie par la mesure de l'activite catalytique des prolines 
correspondantes. Le promoteur COMTII est induit precocement par la blessure et 
presente un maximum d'activit6 k 16h. Le meme pic d'activit6 est observe a 16h au 
cours de l'infection virale et est dfl k la blessure des feuilles provoquee par Tinoculation 

20 du virus. Dans les feuilles inoculees, l'activite GUS est fortement stimulee a partir du 
3eme jour et progresse jusqu'au 7eme jour. L'induction locale et systemique du 
promoteur lors de l'infection virale a et£ mesuree k 3 et 7 jours apres l'inoculation du 
VMT. Les activites GUS exprimees en pmol MU/min.mg, sont rapportees dans le 
Tableau 5 et representent une moyenne des valeurs obtenues dans 9 transformants. Le 

25 temoin T correspond a F activity GUS des plantes non traitees. 
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Tableau 5 - Induction locale et systemique (SAR) de l'activite GUS 





Activity GUS 


T 


700 


Feuilles inoculees apres 3 jours 


3800 


Feuilles inoculees apres 7 jours 


7100 


Feuilles SAR apres 7 jours 


2700 



Ces resultats montrent une induction de 1100% du promoteur a 7 jours dans les 
5 feuilles inoculees. L'activite GUS mesuree a 7 jours dans les feuilles SAR est plus faible 
mais tres significative. Cependant, dans les feuilles non inoculees les facteurs 
d'induction calcules a partir des activites GUS sont plus fortes que celles obtenues a 
partir des activites COMTII (Tableau 6). Ceci est du, d'une part au fait que le test 
d'activite GUS est plus sensible que celui de la COMTII et, d'autre part au fait que la 
10 proline GUS est extrlmement stable et que l'activite GUS mesuree correspond a une 
accumulation de cette proline apres le traitement. La comparaison des activites GUS et 
COMTII est rapportee dans le Tableau 6 ci-dessous. Les feuilles non inoculees ou se 
developpe la resistance syst&nique acquise sont appelees " feuilles SAR ". 

Tableau 6 -Facteurs d'induction des activites GUS et COMTII 3 et 7 jours 
15 apres inoculation par le VMT dans les feuilles infectles et les feuilles SAR 





Induction des activites GUS 


Induction des activites COMTII 




Feuilles Inoculees 


Feuilles SAR 


Feuilles Inoculees 


Feuilles SAR 


.3 jours 


5,8 




5,8 




7 jours 


11 


3,9 


15 


1,8 



Analyse histochimique de l'activite GUS lors d'une infection virale et apres 
bless u re. 

Une analyse histochimique de l'activite GUS dans des feuilles inoculees par le 
20 VMT, 7 jours apres virose, montre que Texpression du gene GUS est localisee dans les 
cellules entourant le site d'infection. Des coupes transversales des feuilles au niveau des 
lesions ont 6te realises afin de determiner les types cellulaires impliques et, montrent 
que Finduction du gene GUS n'est pas tissu specifique mais concerne toutes les cellules 
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autour des lesions, 

L'analyse histochimique de Texpression du gene GUS dans des feuilles blessees, 2 
jours apres traitement, montre^une induction du gene GUS dans les tissus non blesses 
entourant les sites de blessure par piqures ou a l'aide de forceps. Ces resultats impliquent 
5 qu'un signal est emis a partir des tissus blesses vers les tissus intacts induisant une 
expression systemique du gene GUS. Le methyle jasmonate synthetise dans les tissus 
blesses pourrait induire a distance le gene GUS, car une application exogene de methyle 
jasmonate induit une activite GUS. Le test histochimique realise sur des feuilles issues 
de plantes transgeniques 35S/GUS est le controle positif de Pexperience. Des coupes 
10 transversales de feuilles blessees montrent Sgalement que tous les types cellulaires sont 
induits par la blessure. 

Exemple 4 : Activite anti-infectieuse de COMTII/megaspermine dans le tabac 
4.1. Clonage d'un ADNc codant pour la p megaspermine. 

15 Le clonage de genes d'elicitine tels que ceux de la parasiticeine et de la 

cryptogeine ont montr6 que ces genes codaient pour une preproteine (Kamoun et al., 
1993 ; Panabferes et al., 1995). La sequence codante de ces Slicitines comprend un 
peptide signal de 20 acides amines, permettant leur excretion dans le milieu extra- 
cellulaire suivi d'une sequence de 98 acides amines correspondant a la proteine mature. 

20 La sequence proteique de la p megaspermine, pr^alablement d6terminee 

(Kauf&nann S., resultats non publies), montre une forte homologie avec celle de la 
cryptogeine (Kamoun et al., 1993). Nous avons 6mis lliypothese que les sequences 
nucleotidiques des gfenes correspondants pouvaient etre tres proches. Des amorces 
d&iv6es de la sequence nucleotidique du gene de la cryptogeine ont 6te synthetisSes afin 

25 d'isoler par PCR un ADNc codant pour la P megaspermine. Ces amorces se placent au 
niveau de la sequence codant pour le peptide signal et contiennent le codon d'initiation 
de la traduction. Des reactions d'amplification ont ete effectives sur les reverse 
transcrits de Phytophthora megasperma en utilisant une amorce sens d6riv6e de la 
sequence nucl6otidique de la cryptogeine et ToligodT comme amorce antisens. Un 

30 fragment amplifiS d'environ 450 nucleotides a ete obtenu. Ce fragment a 6t6 clone dans 
un vecteur bacterien afin d'etre s6quenc6. 

L'analyse des sequences a r6v6\6 que le clone ainsi obtenu code pour une 
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preproteine comprenant une sequence signal de 20 acides amines et une sequence de 98 
acides amines correspondant a la p megaspermine (SEQ ID NO 12). La sequence 
nucleotidique correspondant ay peptide signal presente par ailleurs 100% d'identite avec 
celle de la cryptogenic 

5 L'ADNc natif de la P megaspermine a ete fusionn£ d'une part au promoteur 

COMT II et d'autre part au promoteur 35S. Le promoteur COMT II de 1239 pb a ete 
utilise car il possede tous les elements regulateurs necessaires a son induction. 

4.2. Obtention des tabacs transgeniques 

Des plants de tabac Nicotiana tabacum Samsun NN ont et6 transformes avec les 
10 deux constructions via Agrobacterium tumefaciens. Six transformants primaires pour 
chaque construction ont ete reg&ieres et autofecondes. Les plantes issues de la seconde 
generation presentent un phenotype normal excepte certains individus possedant le gene 
de la p megaspermine sous le controle du promoteur 35S. Ces plantes presentent un 
delai de croissance et ont egalement un systeme racinaire peu developp6. Cependant 
15 aucune necrose tissulaire rappelant celle developpee par l'infiltration foliaire et pouvant 
etre liee a l'expression de l'elicitine n'est observee dans les plantes transgeniques. 

4.3. Analyse de l'expression de la P megaspermine dans les tabacs 

transgeniques. 

L'expression de la p megaspermine a ete analysee dans les feuilles des plantes 
20 transgeniques possedant l'ADNc de Telicitine sous le controle du promoteur 35S par 
Western-Blot (figure 2A) et par Northern-Blot (figure 2B). De fa9on surprenante, la p 
megaspermine est indetectable dans tous les transformants analyses (figure 2A). Le 
niveau de transcription de Telicitine a done ete examinee dans ces plantes par Northern- 
Blot (figure 2B). Les transcrits ont pu etre detectes et le niveau d'expression varie d f un 
25 transfonnant a Tautre. II apparait que dans 2 types de plantes (E et F) la taille des 
transcrits est plus petite que la taille du messager complet. Dans ce cas, Tabsence de 
proteine pourrait etre expliqu^e par le fait que l'ADNc est tronqud. Pour les plantes A, 
B, C> D la taille des transcrits correspond a celle de Felicitine exprim6e par le 
champignon et le taux de transcrits n'est pas negligeable, sauf pour la plante B montrant 
30 une tres faible proportion de transcrits. Les plantes A qui possedent les niveaux de 
transcrits les plus eleves montrent egalement un retard de croissance. Par la suite, seuls 
les transformants presentant les transcrits complets de P megaspermine ont ete testes 
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pour leur resistance. 

De la meme maniere, Texpression de la p megaspermine sous controle du 
promoteur COMT II a ete eytialysee par Western-Blot dans les feuilles des tabacs 
transgeniques (figure 3). L'expression a ete etudiee dans les plantes saines non traitees 
5 pour determiner le niveau de base d'expression de l'elicitine et apres blessure pour 
analyser le niveau d'induction obtenu. Dans les tissus non traites, le niveau de la p 
megaspermine est indetectable. Par contre, l'elicitine est detectee en tres faible quantite 
dans les tissus blesses. Ceci est du a Tactivation du promoteur COMT II par la blessure. 
L'accumulation de la COMT II a ete egalement examinee dans les memes plantes 

10 transgeniques en utilisant des anticorps anti-COMT II. De fa?on surprenante la COMT 
II est detectee a un niveau non negligeable dans les tissus non traites, alors que 
normalement seule une tres faible activite COMT II est detectee dans les plantes saines 
non transformees ou transformees avec le gene chimerique COMT II::GUS 
(Collendavelloo et ah, 1981 ; Pellegrini et aL, 1993). La COMT II est egalement 

15 produite en quantity plus grande dans les tissus blesses par comparaison aux plantes 
controles blessees de la mSme fa9on. 

Le promoteur COMT II permet une expression induite de r&icitine dans les tabacs 
transgeniques. Ceci a ete v^rifie pour les 6 transformants. Cependant la quantite 
d'elicitine detectee dans les plantes apres induction est tres faible. La presence de 

20 COMT II dans les plantes non traitees laisse supposer qu'une tres faible quantity 
d ! elicitine (non detectee par la m&hode utilisee) est produite dans la plante saine et que 
cette synthese est sufHsante pour induire le gene COMT II endogSne. De plus, il 
semblerait qu'une expression induite de Telicitine lors de la blessure permette egalement 
une plus forte induction du gene COMT II endogene. 

25 Par ailleurs, Tanalyse de la p megaspermine sur gel denaturant montre une 

migration electrophoretique inferieure a celle de la p megaspermine mature purifiee 
(figure 3). Cette difference de migration a ete evaluee a 3 kD ce qui correspond a la 
taille du peptide signal. Ce resultat semble indiquer que le peptide signal n'a pas 6te 
cliv6. Cependant il est possible que la proline mature soit produite en plus petite 

30 quantite par les cellules vegetales et que cette quantite se situe en dessous du seuil de 
detection sur ce Western-Blot. 

L'etude de Texpression de la P megaspermine dans des tabacs transgeniques 
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semble indiquer qu'une expression constitutive d'elicitine ne soit pas toleree par les 
plantes et par consequent ne permette pas son accumulation dans les cellules vegetales. 
Seule une expression induite permet une synthese de la P megaspermine a un niveau 
detectable. Ces resultats pourraient etre lies au caractere toxique de la proteine. 

4.4. Analyse du niveau de resistance des plantes transgeniques vis a vis 
de differents agents pathogenes. 
Resistance antivirale. 
a) Resistance vis a vis du Virus de la Mosaique du Tabac (VMT). 
Les tabacs transformes possedent le gene de resistance N et reagissent done par 
une HR lors de Tinoculation par le VMT. Dans ces experiences la resistance au virus est 
quantifiee par la mesure de la taille des lesions 7 jours apres infection, lorsqu'elles ont 
atteint leur taille presque definitive. Plus la resistance developpee par la plante est 
grande, plus les tallies des lesions sont petites, illustrant ainsi un confinement plus 
important du pathogene au site d'infection. Le promoteur du gfcne COMT II etant 
fortement induit autour des lesions lors de la HR au VMT, il devrait permettre une forte 
expression de la p megaspermine au site d'infection. Pour le verifier, les plantes 
transgeniques a,b,c,d,e et f exprimant l'elicitine sous le controle du promoteur COMT II 
et les transformants A, B, C, D possedant TADNc de la p megaspermine sous le controle 
du promoteur 35S ont ete inocul^s par le VMT. Les plantes t&noins sont des plantes 
transgeniques pour le gene chimerique "promoteur COMT II::GUS f \ 

Sept jours apres virose, les lesions d£veloppees sur les plantes exprimant la P 
megaspermine sous le controle du promoteur 35S ne semblent pas differentes de celles 
des plantes t^moins. Par contre des lesions plus petites sont observees sur les plantes 
transgeniques exprimant la p megaspermine sous le controle du promoteur COMT II par 
rapport & celles obtenues sur les plantes temoins. 

Une analyse statistique de la taille des lesions a ete effectuee en mesurant le 
diametre de 100 a 150 lesions chez les plantes temoins et chez les plantes transgeniques 
pour la p megaspermine. La figure 4 represente la distribution de la taille des lesions 
mesurees sur les plantes temoins et pour une lignee exprimant Telicitine sous le controle 
du promoteur 35S (plantes A) et une lignee exprimant Telicitine sous le controle du 
promoteur COMT II (plantes b). Cette distribution suit une courbe de Gauss ce qui 
autorise Tanalyse statistique des resultats. Les plantes temoins presentent une taille de 
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lesions dont la moyenne est de 3,3±0,5 mm. La moyenne dela taille des lesions obtenue 
pour les plantes A n f est pas significativement differente de celle des temoins (3,1 ±0,6 
mm) par contre celle obtenue pour les plantes b est fortement infSrieure au temoins 
(1 ,4±0,6 mm). Les resultats obtenus pour chaque lignee independante sont regroupes sur 
5 la figure 5 et montrent que tous les transformants (plantes A, B, C et D) possedant 
1'ADNc de la p megaspermine sous le contrdle du promoteur 35S presentent une taille 
de lesions ne differant pas de celle des temoins. En revanche, toutes les plantes 
exprimant l^licitine sous le controle du promoteur COMT II presentent une taille 
moyenne de lesions significativement inferieure a celle des plantes temoins. Cette 
10 diminution est plus ou moins importante selon les transformants. Une forte reduction, 
d'environ 60%, de la taille des lesions est obtenue pour les transformants COMT II::meg 
a, b, et f et la plus faible observee est de 36% et correspond au transformant COMT 
II::meg e. 

L'ensemble des resultats obtenus montrent que les plantes exprimant la b 
15 megaspermine sous le controle du promoteur 35S presentent un niveau de resistance 
antiviral Equivalent a celui des plantes temoins. Par contre, une resistance accrue au 
VMT est obtenue pour les tabacs transgeniques exprimant la P megaspermine sous le 
controle du promoteur COMT LL Cependant tous les lignees transgeniques ne presentent 
pas le meme niveau de resistance. Ceci pourrait Stre lie a des niveaux d'expression 
20 differents de la P megaspermine dans ces differentes plantes transgeniques. 
b) Resistance au Virus de la Mosai'que de la Luzerne (VML). 
Nous avons teste la resistance des tabacs transgeniques COMT II::mega$permine 
vis a vis d'un autre virus, le VML, qui infecte le tabac de fa9on systemique. Une dizaine 
de jours apres virose, le VML s f est propage dans toute la plante et produit au niveau des 
25 feuilles non inoculees des symptomes de mosai'que. 

Les plantes exprimant la p megaspermine sous le controle du promoteur COMT II 
choisies pour ce test correspondent a la lignee b qui presente un niveau de resistance 
elev6 au VMT. Les plantes A possedant l'ADNc de la p megaspermine sous le controle 
du promoteur 35S ont ete egalement inoculees ainsi que des plantes t&noins COMT 
30 II::GUS. Pour chaque lignee transgenique, 5 plantes ont ete inoculees. Nous avons 
examine le phenotype des differentes plantes quinze jours apres traitement A ce stade 
les symptomes de mosafque sont bien developpes sur les plantes COMT II::GUS. Les 
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plantes transgeniques 




Lontrent une mosaique similaire au5^>lantes temoins. Par 




contre, une reduction de ces symptomes est observee dans les plantes transgeniques b. 



erne feuille au dessus de la feuille inoculee), Cette analyse a ete effectuee par Western- 
Blot en utilisant des anticorps diriges contre la coque proteique du virus (figure 6). La 



rapport a la quantite de virus presente dans les plantes temoins. Les resultats obtenus 
montrent que les plantes exprimant la p megaspermine sous le controle du promoteur 
35S ont de 10 a 15 fois moins de virus que les plantes temoins. Cette reduction de la 
quantite de virus peut paraitre importante. II faut savoir cependant que les quantites de 
virus produites dans les plantes sauvages peuvent varier dans les memes proportions. 
Par contre les plantes transgeniques exprimant la megaspermine sous le controle du 
promoteur COMT II contiennent 1000 a 10000 fois moins de virus que les plantes 
temoins. Ceci repr^sente une reduction considerable et tr£s significative de la charge 
virale. 

Ces resultats suggerent que seules les plantes transform6es avec la P 
megaspermine sous le controle du promoteur inductible COMT II sont moins sensibles 
vis k vis d'une infection systemique virale. Ceci montre egalement une correlation entre 
la reduction des symptomes d'infection et la diminution de la charge virale dans ces 
feuilles. 



Nous avons examine si la production d'elicitines in planta conferait une resistance 
induite vis a vis d'un champignon du sol, Phytophthora parasitica vai.nicotianae. Ce 
champignon infecte les plants de tabac par les racines envahissant le systeme racinaire 
puis vasculaire provoquant ainsi une sclerose des vaisseaux conducteurs. Les 
symptSmes d'infection se traduisent par une pourriture noire au niveau du collet. Ce 
mode d'infection est difficile a mettre en oeuvre car il necessite xme concentration en 
zoospores adequate et repond a des conditions strictes de temperature et d'humidite. Un 
mode "artificier 1 d'inoculation consiste a appliquer apres decapitation des tabacs le 
mycelium du champignon au niveau de la tige sectionnee. Aprds 7 jours les tiges sont 
preievees et les symptdmes d f infection sont examines k Tinterieur des tiges. 

L'inoculation a ete effectuee sur 7 plantes temoins COMT II::GUS. Pour chaque 



La charge virale a ete examinee dans les feuilles systemiques de meme niveau (3 



quantite de virus presente dans les differentes plantes transgeniques est evaluee par 



Resistance antifongique. 
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lignee transgenique pour la P megaspermine, cinq plantes ont ete inoculees. Les plantes 
A, B, C et D possedant la construction "promoteur 35S-megaspermine" ont 6te testees. 
Pour les plantes poss&iant le gene de la p megaspermine sous le controle du promoteur 
COMT II, les lignees a et b pr6sentant une forte resistance accrue au VMT ont ete 
5 choisies ainsi que la lignde e presentant un niveau plus faible de resistance. 

La progression des symptdmes mesuree dans les tiges des plantes temoins atteint 
une longueur moyenne de 5,3 cm. Un ralentissement des symptomes d'infection est 
observe dans les tiges des plantes transgeniques exprimant la P megaspermine sous le 
controle du promoteur 35S. Cette diminution est variable d ! un genotype k l'autre (figure 

10 7). La progression du champignon est fortement ralentie dans les plantes 35S::meg A 
(d=0,8cm) et plus faiblement dans les plantes 35S::meg B (d=3,8cm) par rapport au 
plantes temoins (d=5,3cm). Les plantes A correspondent aux plantes qui presentent la 
plus forte proportion de transcrits de p megaspermine, alors que les plantes B ont un 
taux tr£s faible de transcrits codant pour Micitine. Ceci pouirait sugg&er une 

15 correlation entre les niveaux de transcrits d'elicitine detectes (et sans doute les niveaux 
de p megaspermine produits meme si ceux ci restent sous le seuil de detection) et le 
niveau de resistance antifongique induit. 

La progression du champignon est egalement fortement ralentie dans les tiges des 
plantes transgeniques exprimant la p megaspermine sous le contr61e du promoteur 

20 COMT II. Nous avons montre par ailleurs que le promoteur COMT II etait induit lors de 
Tinfection par P. parasitica. Les tiges des transformants COMT II::meg a, b et e sont 
respectivement infectees sur une longueur de 0,7 cm, 1 cm et de 3,5 cm. Les plantes a et 
b sont les plus r6sistantes a Tinfection par P. nicotianae et correspondent egalement aux 
plantes presentant la plus forte resistance au VMT. Ainsi, il apparait que les memes 

25 niveaux de resistance relatifs sont detectes avec les deux agents pathogenes testes. Nous 
pouvpns supposer que les niveaux de resistance induits dans ces plantes sont lies au taux 
d'expression de l'eiicitine. Une analyse des niveaux de transcrits par Northern-Blot 
permettrait peut etre de confirmer cette hypothese, sachant la difficulte de detecter la 
proteine par Westem-Blot. 

30 Ces resultats montrent que Texpression constitutive ou induite de p megaspermine 

dans des tabacs transgeniques permet de conferer un niveau de resistance accru vis a vis 
de d'une infection fongique. 
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Resistance antibacterienne 
Nous avons egalement teste la resistance des plantes transgeniques exprimant la P 
megaspermine sous le controle du promoteur COMT II vis a vis d'une bacterie, Erwinia 
carotovora. Cette bacterie est un agent pathogene bien connu de la pomme de terre et 
5 est capable de macerer Ies tissus veg&aux par la synthese d'enzymes pectinolytiques. 
Cependant elle peut egalement infecter d'autres plantes tel le tabac. 

Pour ce test, une suspension $E. carotovora a ete infiltree dans les feuilles des 
plantes transgeniques COMT II -megaspermine ainsi que dans les feuilles des plantes 
controles (correspondant aux plantes transgeniques pour le gene chimerique COMT 
10 II::GUS). Une population de 7 plantes a ete inocutee pour chacun des transformants. 
Deux jours apres inoculation des bacteries, 60% des plantes controles (4 plantes sur 7) 
presentent des symptomes d'infection severes, les feuilles inoculees sont entierement 
macerees et Tinfection tend a se propager au niveau de la plante entiere. A 1'inverse 85% 
des plantes transgeniques exprimant la p megaspermine sous le contrSle du promoteur 
1 5 COMTII (6 plantes sur 7) sont resistantes k 1'infection bacterienne. 

Ces resultats montrent que Texpression induite de Micitine accroit fortement la 
resistance vis a vis d'E. carotovora. Nous avons prec&Iemment montre que le promoteur 
COMT II etait inductible par des elicitevurs secondaires parmi lesquels les fragments 
pectiques. Ainsi nous pouvons supposer que les fragments pectiques produits lors de la 
20 lyse des tissus vegetaux induisent le promoteur COMT II et par consequent la synthese 
de p megaspermine. Cependant le mecanisme permettant la mise en place de la 
resistance antibacterienne reste encore a determiner. 

Materiel et methodes 

25 Criblage d'une banque genomique et identification du clone correspondant 

au gene exprime pendant la reponse de defense. 

Une banque d'ADN genomique de tabac (Nicotiana tabacum var. Xanthi) 
construite dans A,-EMBL3 (Clontech) a €t€ criblee avec une sonde radioactive d' ADNc 
de COMT II (Pellegrini & aL, 1993). Six clones genomiques positifs ont ct6 isoles apres 
30 quatre tours de purification. Ces clones purifies ont 6te testes par PCR pour identifier 
celui qui comprend le gene COMT exprimS pendant la reponse d'hypersensibilite (HR) 
des feuilles de tabac au VMT. Les amorces 5' et 3' pour Tanalyse PCR sont representes 
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par les oligonucleotides 1 et 2 ci-dessous (SEQ ID NO 4 et SEQ ID NO 5 
respectivement) : 

Oligo 1 : 5' CGTTTCGCAA TGTGATTTGA TC 3' 

OHgo2:5' CTCAAAATGA CATCCTTTCA TAC 3' 
5 Us sont derives de la region non traduite en 3' de TADNc de COMT II. L'analyse 

PCR est effectuee a 62 °C (temperature de fusion th6orique) de mani&re a promouvoir 
une hybridation specifique. Un seul clone permet 1* amplification du fragment attendu de 
400 paires de bases comme le fait l'ADNc employe comme controle positif. Le clone 
genomique de COMT II a ete purifie sur Quiagen tip selon le protocole d^crit par le 
1 0 fabriquant et sous clone dans le site de restriction Sail du vecteur plasmide puc 1 8. 

Sequen9age de 1' ADN. 

Le sequen9age de TADN a ete effectue sur TADN double brin denature selon la 
methode de Sanger & al. (1977) en employarit le le kit " rhodamin dye terminator cycle 
ready" avec TADN polymerase FS ampliPaq (Perkin-Elmer, P/N402078) et un 
15 sequenceur Applied Biosystems 373 (Perkin-Elmer). La sequence a 6t6 determinee sur 
les deux brins avec des recouvrements en employant des amorces synthetisees a partir 
de sequences deja determinees. 

Analyse des produits d'extension d'amorces. 

La reaction d'extension des amorces a ete effectuee sur TARN total selon la 
20 methode d^crite dans Current Protocols in Molecular Biology (Trienzenberg, 1992). 
U ARN total isole de feuilles de tabacs infectees par le VMT et de feuilles de tabacs non 
infectees (comme controle n6gatif) a et6 hybride a Toligonucl^otide suivant (SEQ ID 
NO 6), complementaire de TARNm du COMT II et marqu£ a Textremite 5 5 : 
Oligo 3: 5' CTGAAGATGT CAATAGTTGC ATGGC 3' 
25 Le produit de Textension a €t6 s^pare sur un gel de polyacrylamide i 6 %. La 

localisation du site d 5 initiation de la transcription a 6t6 determinee sur la base de la 
comigration des produits d'extension avec l'echelle de sequence de la obtenue a partir 
de la region correspondante du g6ne (Sanger & al., 1977). 
Construction des plasmides. 
30 Les versions tronquees du promoteur COMTII ont ^te amplifies par PCR en 

employant les amorces PAS1 en 3* et PS1, PS2, PS3 et PS4 en 5' reprSsentes ci-apres 
(SEQ ID NO 7 & 1 1 respectivement), conduisant respectivement a Tamplification des 



27 

fragments nucleotidiquerde longueurs suivantes : -1215/+24, (nouveaux construits 
duperieurs a 600 bp) -420/+24, -313/+24 et -121/+24 (numerotation relative au site 
d'initiation de la transcription).. 

PAS1 : 5' GGTCTAGAGG GCCTTTTAGA GTGTTTTTGT TAG 3' 
5 PS1 : 5' AAAGTCGACC GTCCACCTGT GCCAACAAT 3' 

PS2 : 5' TGTTTGGTGT TATGCTTCCG TCCT 3' 
PS3 : 5' AAAAAGCTTT TTTAGGATGG AGTACAGCC 3' 
PS4 : 5' TTTAAGCTTA AAGAGAACCA GACAATATT 3' 
Les construits -1728/+24, -1471/+24, -956/+24, -937/+24, -882/+24, -746/+24, - 
10 676/+24, -560/+24, -435/+24, ont 6te obtenus avec les amorces PAS2 en 3' et 
respectivement les amorces PS5, PS6, PS7, PS8, PS9, PS10, PS11, PS12 et PS13 en 5' 
presentees ci apres (SEQ ID NO 1 5 a 24 respectivement): 

PAS 2 : 5' CGCGGATCCC CTTTTAGAGT GTTTTTGTTA GGC 3' 
PS5 : 5' ACGCGTCGAC GTTAGGGACA ATCTATAGTG TCAC 3' 
15 ps 6 : 5' ACGCGTCGAC GCTCCGAGGA TTTGGCTGTC GCGG 3' 

PS 7 : 5' ACGCGTCGAC GCTGGTTAGG TGAAGTAAAG CATG 3' 
PS 8 : 5' ACGCGTCGAC GCATGTTATA TGAGGAAAGT ACG 3' 
PS 9 : 5' ACGCGTCGAC GCAGCCAGCA CAAGCAAATT CGC 3' 
PS10: 5' ACGCGTCGAC GACTTTAACA CACCAACTCC C 3' 
20 PS11: 5' ACGCGTCGAC CGGATCTAGA ATTTGGGTTC ATTC 3' 

PS 12: 5' ACGCGTCGAC GTGTATACTC CACGTCTCCG GATAC 3' 
PS13: 5' ACGCGTCGAC GTTCAATGTT AGGTGTGTTT GG 3' 
La sequence -1073/-435 qui a et£ placee en amont du promoteur 35S minimum a 
6t£ obtenue en utilisant l'amorce PAS3 en 3' et l'amorce PS 14 en 5' (SEQ ID NO 25 et 
25 26): 

PAS 3 : 5' CGCGGATCCG CTTAACACCA AACACACCTA ACATTG 3' 
PS 14 : 5' ACGCGTCGAC CAGTGGTGAG TTTAGCTGTC 3' 
L'amplification a 6t6 effectuee pendant 30 cycles avec une etape initiale de 4 min 
a 95°C et une etape finale de 5 min a 72°C, en utilisant le clone genomique comme 
30 matrice.Chaque cycle consiste en 1 min a 95°C suivie d'l min d'hybridation puis de 
1,5-2 min a 72°C.L'6tape d'hybridation est realised a 54°C, 59°C, 55°C, et 50°C pour 
amplifier ,respectivement,les fragments -1215/+24, -420/+-24, -313/+24 et -121/+24. 
Pour tous les autres fragments du promoteur, la temperature d'hybridation est de 
60°C.Apres sous-clonage dans le plasmide pGEM-T (Promega) et amplification dans E. 
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Coli, le fragment de promoteur -1215/+24 est digere par Sail et Xbal, les sites 
correspondants etant presents dans les amorces PS1 et PSA1 respectivement. Les 
fragments de promoteur de 420, 313 et 121 paires de bases sont diger^s avec Hindlllct 
Xbal (le site pour Hindlll est present dans les amorces PS2, PS3 et PS4, et le site Xbal 
5 dans 1'amorce PASl).Les fragments -1768/+24, -1471/+24,-956/+24, -9377+24, - 
882Z+24, -746/+24, -676/+24, -560/+24 et -43S/+24 sont digeres par BamHl present 
dans PAS2 et PAS3 et par Sail present dans les amorces PS5 a PS 14. Tous les 
fragments sont clones dans le plasmide pBIlOl (Qiagen) de fa9on a creer une fusion 
transcriptionnelle avec le gene rapporteur GUS. Tous les construits sont sequences pour 

10 confirmer leur structure et les frontieres de jonction. 

Le construit constitue du promoteur 35S du CaMV en amont du gene de la 
megaspermine a ete obtenu en rempla9ant le gene Gus par le gene de la megaspermine 
(SEQ ID NO 12) dans le plasmide pBil21(Clontech). 

Clonage de l'ADNc de Phytophthora megasperma 

15 10 mg d'ARN totaux de Phytophthora megasperma sont utilises comme matrice 

pour la synthese du premier brin. Les ARN totaux sont chauffes 3 min k 65°C, refroidis 
sur glace, et incubus 2 h a 42°C dans 50 ml de tampon de transcription inverse (50 mM 
Tris-HCL pH 8,3-15 mM MgCl2 - 75 mM KCL - 1 mM DTT) contenant 1 mM de 
chaque dNTP, 40 pmol d' amorce anti-sens correspondant a ToligodT, et 20 U de 

20 transcriptase inverse d'AMV (virus de la myeloblastose aviaire). Le melange est chauffe 
a 94°C pour stopper la reaction. Aprfes precipitation du melange reactionnnel a 
Fethanol, le culot est dissous dans de l'eau sterile distillee. 

La synthese du second brin est initiee par la Taq ADN polymerase. 1/20 du 
produit de transcription inverse est utilise pour ramplification par PCR dans 50 ml de 

25 tampon (10 mM Tris-HCL pH 8,3 - 50 mM KCL - 1,5 mM MgCl2 - 0,01% BSA), 200 
mM de dNTP, 0,1 mM d'amorces sens et anti-sens et 1 unite de Taq. L' amorce sens (5' 
ATGAACTTCACCGCTCTGCT 3') derive de la sequence nucteotidique de la 
cryptogeine, Famorce anti-sens correspond a ToligodT possedant les sites de restriction 
Sstl-EcoRI-Hindlll a son extremity 5 r . Le melange reactionnel est chauffe pendant 3 

30 min k 94°C, puis est soumis a 30 cycles de reaction comprenant chacun 3 6tapes : 1 min 
k 94°C, 1 min a 49°C et 1 min k 72°C. Apres le dernier cycle, T&ongation est 
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poursuivie 10 min a 72^^Le produit d f amplification obtenu est ensuite clone dans le 
vecteur pGEM (Promega) afin d'etre sequence. 
Transformation des plantes 

Les differents construits promoteur COMTII-GUS obtenus precedemment dans le 
5 plasmide pBHOl sont introduits dans une souche & Agrobacterium tumefaciens 
GV3101 (pPM6000) (Rossi & al., 1993) par electroporation (Nagel & al., 1990). Les 
plants de tabac (Nicotiana tabacum cv Samsun NN) sont transform&s par infiltration 
d'Agrobacterium sur des plants de 10 jours (Rossi & al., 1993). Les plantes sont 
reg£n6rees sur un milieu Murashige & Skoog (MS) (GIBCO BRL) supplements avec du 

10 saccharose (30 g/1 pour la formation des tiges et 15 g/1 pour la formation des racines), de 
la 6-benzylaminopurine (Serva) (2 mg/ml), et de Tacide naphtalene ac&ique (Serva) 
(0,05 mg/ml). La kanamycine (150 mg/ml) est employee comme agent de selection 
durant les 6tapes de regeneration in vitro et de propagation. Des plantes controles ont ete 
preparees par transformation avec le vecteur vide pBHOL Sept a 10 transformants 

15 independants sont regeneres pour chaque construit. Les transformants primaires sont 
auto fecondes et les graines Fl sont germSes sur un milieu MS comprenant 300 mg/1 de 
kanamycine. 

Essais enzymatiques 

La localisation histochimique du GUS dans les plantes transgeniques est effectuee 
20 selon la m6thode decrite par Jefferson & al. (1987). La reaction histochimique est 
incubee dans Fobscurite a 37°C pendant 12 heures. Les tissus sont rinces, d'abord avec 
un tampon phosphate 50 mM pour terminer la reaction, puis plusieurs fois avec de 
Fethanol de 70% a 90% pour eliminer la pigmentation des tissus. Aprds la reaction 
histochimique, les tissus sont rinces dans r&hanol a 70% et sont inclus dans une 
25 historesine de fixation (Jung) pour des sections transversales de feuilles. Les blocs 
d'historesines sont coupes avec un microtome et des photographies sont prises k un 
grossissement de 10 a 40 fois par un microscope binoculaire. 

Le dosage des activity COMTII et GUS a ete effectue sur lOOmg de tissus. Le 
tissu est homogenise dans un tampon phosphate de sodium lOOmM k pH 7,5 et 10 mM 
30 de DTT aprds addition de polyclar AT (Serva) et de quartz. Les extraits bruts sont 
clarifies par centrifugation et par filtration sur de la laine de verre. La mesure des 
activites GUS et COMTII est effectuee sur les m&ne extraits bruts. Pour la mesure de 
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Tactivite COMTII, un aliquote de r extrait proteique est ajoute a 1 ml de tampon 
phosphate comprenant lOOjaM de catechol, 50jaM de S-adenosyl-L-m^thionine tritiee 
(1,5 10 5 cpm/ml) et incube pendant 3 heures a 37°C. La reaction est stoppee par addition 
de lOOjil d'acide sulfurique 9M. Le produit radioactif de la reaction, 1'acide ferulique, 
5 est extrait par 5 ml d'une solution NA de scintillation (Beckman) et la radioactivite est 
comptee sur un appareil Beckman LS 9000. La mesure fluorimetrique de Tactivite GUS 
est effectuee sur les memes echantillons selon la procedure de Jefferson & al. (1987). Le 
contenu proteique est determine par la m&hode de Bradford (1976) en employant les 
r6actifs Biorad. 

10 Construits COMTII-meg et 35S-meg 

Le vecteur pGEM (Promega) ne possedant pas les sites de clonage compatibles 
ceux du pBIlOl, une etape de sous clonage dans le vecteur Bluescript (pSK) a ete 
necessaire. L'insert BamHI/SstI provenant du pSK::megaspermine a 6te purifie pour le 
clonage dans le vecteur binaire pBilOl (Clontech). 

15 Le vecteur pBilOl wCOMT II-GUS pr6c6demment construit et correspondant au 

promoteur -1215/+24 fusionne au gene rapporteur GUS a ete utilise pour obtenir le gdne 
chimerique comt II-meg. Le gene GUS est excise par digestion du plasmide binaire par 
BamHI et Sstl. Un site SnabI present dans le gene GUS permet de couper celui-ci et 
evite qu'il se religue avec le plasmide binaire puisque aucune 6tape de purification du 

20 vecteur n'est effectuee. Les enaymes de restriction sont inactivees par la chaleur. L'ADN 
dig6r6 est extrait par un melange phenol : chloroforme (1 : 1), puis chloroforme : alcool 
isoamilique (24 : 1) et pr6cipit6 a Tethanol. L'ADN digere est remis en suspension dans 
de Teau sterile et ligu6 avec Tinsert. 

Le vecteur pBil21 (Clontech) portant le g6ne 35S-GUS a 6t€ utilise pour obtenir 

25 le gfene chimdrique 35S-meg. Le clonage est effectue selon la methode decrite 
pr^c^demment. 

Les constructions ont ete ensuite v6rifiees par sequen9age. 
Plants de tabac 

Les plants de tabac transgeniques (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) sont 
30 cultiv6s in vitro sous un cycle de lumiere de 12h(24°C)/12(20°C) pendant 5 semaines 
apres la germination. lis sont propag6s sur un milieu MS avec addition de kanamycine 
(150 mg/1) comme agent de selection. lis sont ensuite transftres en serre et cultives en 
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sol sous un cycle de lur^Jf 16h/8h a 22°-K2°C. 



Analyse des ARN de plantes par Northern 
Extraction des ARN totaux 
5 Les tissus sont finernent broyes dans de l'azote liquide, puis dans 1 a 2 volumes 

de tampon d'extraction (0,2 M borate de sodium pH 9 - 30 raM EGTA - SDS 1% - 5 
mM DTT). Le melange est verse dans un tube contenant 1 volume de 
phenol/chloroforme (1:1), vortexe, puis centrifuge 10 min a 5000g. Une deuxieme 
extraction au phenol/chloroforme (1:1) est realisee, suivie d f une troisieme au 
10 chloroforme/alcool isoamylique (24:1). Les ARN presents dans le surnageant sont 
specifiquement precipites par addition de 1 volume d f une solution de LiCl (4 M) EDTA 
(10 mM) pendant une nuit a 0°C. Le tout est centrifuge 30 min a lOOOOg et le culot est 
lave avec une solution de LiCl (2 M), EDTA (5 mM). Les ARN totaux sont repris dans 
de l'eau et a nouveau precipites a Tethanol 70%, NaCl (0,2 mM). Apres centrifugation 
15 30 min a 10000 g, le culot est lave deux fois a Tethanol 70%, puis repris dans 50 \xl 
d'eau. Les ARN sont doses en mesurant l'absorbance d'une solution diluee a 260 (1 unite 
DO260 — 40 |xg/ml d'ARN), et leur integrite est verifiee par migration sur un gel 
d'agarose non denaturant colore au BET. 
Electrophorese 

20 Les ARN sont separes sur gel d'agarose denaturant prepare dans un tampon 

MOPS xl contenant 16% de formaldehyde. Des gels de 1,2% d'agarose (p/v) ont ete 
utilises. Les £chantillons d'ARN sont denatures 15 min a 65 °C en presence de 3 
volumes de solution de denaturation (MOPS x5 lOjxl, formamide 50|il, formaldehyde 
1 6(il) par volume d'ARN, et refroidis rapidement dans la glace. Du tampon de charge est 

25 ajout6 (MOPSxl, glycerol 50 % , bleu de bromophenol 0,05 %) a raison de 1/10 du 
volume. Apres migration dans du tampon MOPS xl, le gel peut etre colore au BET (0,5 
Hg/ml) 1 a 2 min, puis abondamment lave a Teau sterile. Les ARN sont alors visualises 
sous lumiere UV. 

"Northern Blot" 

30 La technique du "Northern-blot" permet de detecter, parmi les ARN totaux, les 

messagers hornologues a une sonde d'ADN radioactive. Celle ci est realisee k Taide du 
kit de "Random Priming" (Amersham) en suivant le protocole fourni. 
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10 ng d'ARN totaux de tige ou de feuille sont deposes sur gel d'agarose 1,2% 
(p/v) denaturant ainsi qu'un marqueur de taille d f ARN (Promega) depose en bordure du 
gel. Apres migration, le gel est rinc6 a l'eau sterile afin d'enlever l'exc&s de 
formaldehyde. La bande de migration correspondant au marqueur de taille est decoupee, 
5 coloree au BET et photographiee. 

Les ARN sont transferes par capillarite pendant 5 h sur une membrane de Nylon 
positivement chargee (Hybond N + , Amersham) avec du tampon SSC x20. Aprds 
transfert la membrane est rincee dans le tampon SSC x2 et les ARN sont fixes de fa9on 
covalente sur la membrane de nylon par exposition a la lumiere ultraviolette (1200 J, 
10 UV Stratalinker 2400, Stratagene). La membrane est hybridee a une sonde radioactive et 
traitee comme decrit dans Sambrook et al.. 

Analyse des proteines de plantes par Western 
Extraction des proteines foliaires 
15 L'extraction peut se faire immediatement apres la recolte ou sur des £chantillons 

congeles. 150 g de tissus foliaires sont broyes au mortier dans du tampon acetate de 
sodium 0.5 M pH 5.2 contenant du 2-fl-mercapto6thanol (15 mM) et du charbon actif 
Le volume de tampon est ajuste de maniere a obtenir un broyat fin et homogene. Celui- 
ci est ensuite filtre sur gaze puis centrifuge pendant 30 min a 15 000 g. Le surnageant 
20 constituant Textrait brut est alors analyse. 
Dosage des proteines 

La concentration proteique des extraits bruts est dos6e par la m6thode de 
Bradford (1976) dans des plaques de microtitration : a 10 \x\ d f un extrait k tester sont 
ajout^s 200 jil de reactif de Bradford xl (Biorad). 2 ^1 d'extrait brut de feuille sont 

25 completes a 10 \il par du tampon. Chaque echantillon est teste trois fois. Apres 5 a 10 
min, la plaque est lue au spectrophotometre MR 700 (Dynatech) avec le filtre 5 (660 
nm). Le blanc est constitue de 10 pi de tampon et les valeurs sont comparees a une 
gamme etalon realisee avec de la s6rum-albumine bovine (SAB, Sigma). 
Separation des proteines sur gel de polyacrylamide denaturant 

30 L'analyse sur gel permet de determiner la masse moleculaire des prolines en 

comparant leur mobilite relative a celles de proteines de masse moleculaire connue. A 
Textrait proteique est ajoute 20% (v/v) de tampon de charge (60 mM Tris-HCl pH 6.8, 
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5% (v/v) 2-JJ-mercaptoethanol, 10% (v/v) glycerol, 0.01% (v/v) bleu de bromophenol, 
1% SDS). Les echantillons sont chauffes a 100°C pendant 1 min avant d'etre deposes. 
Les gels (0.75 mm x 7 cm x 9 cm) sont coules entre une plaque de verre et une plaque 
d'alumine. Le tampon d'electrophorese est compose de 192 mM glycine, 25 mM Tris et 
5 0.1% SDS. La migration verticale est realisee dans une cuve d'electrophorese Hoeffher a 
une intensite de 20 mA par gel pour une tension de 1 00 a 1 60 V. 

Transfert et immunodetection des proteines sur nitrocellulose (Western-Blot) 
Apres migration electrophoretique sur gel d'acrylamide, les proteines peuvent 
etre transferees, en milieu liquide dans le tampon de transfert (0,16 M Tris - 1,20 M 
10 glycine), sur membrane de type nitrocellulose ou nylon PVDF (Immobilon, Millipore). 
Avant le transfert le gel est equilibre dans le tampon de transfert. La membrane PVDF 
est activee 1 min dans le methanol puis equilibree egalement dans le tampon de 
transfert. L'electrotransfert s'effectue pendant 90 min a 150 mA. 

L'immunodetection a ete realisee grace a des anticorps specifiques diriges contre 
15 la megaspermine ou la proteine de coque du VML. La revelation est effectuee par 
chimioluminescence avec le kit ECL (Amersham). 

Traitement des plantes. 

Avant le traitement, les plantes sont conditionnees quelques jours dans une 
20 logette climatisee a 22°C ± 1°C, sous une luminosite de 5000 lux et une photop^riode 
J/N de 16h/8h. Ces conditions sont maintenues durant Tinfection, k l'exception de 
T infection par Erwinia carotovora. 

Inoculation du virus de la mosaique du tabac (VMT) 

Les feuilles de plants de tabac, ages de 6 semaines, sont frott^es k Taide d'un 
25 coton prealablement imbibe dans une suspension de VMT purifie (souche commune Ul 
0,1 a 1 pig/ml) contenant un abrasif, la celite (10 mg/ml). Apres quelques minutes de 
contact, les feuilles sont rincees a Teau pom enlever l'exces de celite et de particules 
virales. 

Inoculation du virus de la mosaique de la luzerne (VML) 

30 Les feuilles de plants de tabac, ages de 6 semaines, sont frottees a Taide d'une 

spatule en verre trempee dans ime solution tampon contenant TARN viral (1 a 5 jxg/ml) 
et un abrasif, la celite (10 mg/ml). L'inoculum par feuille (pour une plante) correspond a 
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200 ml de solution tampon : Kpi , pH 7,2, 0,04M, 1 ml RNAsine, DTT ImM final, 
Macalofd (0,05%), ARN total de levure 0,25 mg/ml, ARN viral (1 a 5 ng/ml) 
Inoculation de Phytophthora parasitica van nicotianae 
Le mycelium de P. p. nicotianae est cultive sur boite de Petri contenant un 
5 milieu solide (milieu avoine : 100 g de graines d'avoine broyees sont mises en 
suspension dans 1 1 d'eau distiilee. Le milieu est filtre sur gaze, Le milieu est autoclave 
apres addition de 15 g d'agar). 

L'inoculation a ete effectuee apres decapitation des plants de tabac. La tige de 
plants de tabac ages de 10 semaines est sectionnee sous le bourgeon apical. Une pastille 
10 de mycelium de P. p. nicotianae est prelevee en peripheric d'une culture de 7 jours sur 
milieu d'avoine et est deposee sur la section de la tige. La tige mise en contact avec la 
pastille de mycelium est en capsulee dans une feuille d'aluminium afin d'eviter une 
dessiccation trop rapide des tissus au site d' inoculation. 
Inoculation d'Erwinia carotovora 
15 La souche d'Erwinia carotovora est mise en culture toute une nuit a 28°C dans 

du milieu LB. Aprds centrifugation, le culot bacterien est repris dans une solution de 

7 

MgS04 (1 OmM) pour obtenir une concentration bacterienne approximative de 1 . 1 0 cfu 
(colony-forming units)/ml. Les feuilles de plants de tabac Sg6s de 4 a 5 semaines sont 
infiltrees par cette suspension bacterienne. Un seul site est inocule par feuille, en 

20 infiltrant k Taide d'un pipette-man 50 ml de la suspension bacterienne. Les plantes sont 
placees ensuite en logettes en condition d'humidite elevee et k une temperature de 26°C 
± 1 °C pendant 1* infection. 

Traitement par un eliciteur; Des solutions sont infiltrees par un seringue 
equipee d'une aiguille fine dans le m6sophyle des feuilles. Les zones infiltrees sont 

25 delimitees avec un marqueur " felt-tip". Les zones infiltrees sont rdcoltees 16 hetires 
apres le traitement. Les feuilles sont trait^es avec une solution de b-megaspermine, un 
eliciteur proteique pvirifie d'un milieu de culture de Phytophthora megasperma 
(Kauffinann & al., 1993), ou d' oligosaccharides comme les oligomeres de chitine (100 
mg/ml), des fragments de glucane (200 mg/ml), et des fragments pectiques (200 mg/ml). 

30 Les plantes temoins sont infiltrees avec de Feau. 

Blessure ; Des feuilles totalement d^velopp^es sont blessees avec un h&nostat ou 
perches avec des aiguilles. Les feuilles blessees sont ensuite recoltees 16 ou 24 heures 
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apres blessure pour les analyses fluorimetriques ou histochimiques. 

Traitement UV.* La partie superieure de plantes transgeniques ag^es de 5 
semaines est exposee aux raypns UV (l=254nm) pendant 10 minutes puis les plantes 
sont placees dans Pobscurite jusqu'a la collecte des tissus 16 heures suivant le 
5 traitement 

Traitements chimiques : (1) Des solutions de SA (ImM) ou de INA (50mM) sont 
infiltrees dans les feuilles de tabac en employant le protocole d6crit pour le traitement 
par des eliciteurs. (2) Sous des conditions de culture identiques, on pulverise sur les 
plantes transgeniques des solutions de SA (lOmM), INA (ImM) ou BTH (50mM). Les 
10 tissus sont recueillis 16 heures apres traitement. Les plantes trait£es avec de Teau sont 
utilisees corame temoin. (3) Des plantes agees de sept semaines sont transferees dans 
des boites transparentes et hermetiques et soumises a une atmosphere de 3,5mM de 
MeJa (Serva). Les tissus sont preleves a differents temps suivant le traitement. Les 
plantes temoins sont placees dans les meme boites sans MeJa. 

15 
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Revendications 

1. Fragment d'acide nucleique comprenant un promoteur de plante 
inductible, caracterise en ce^ que ledit promoteur inductible est constitue par le 
promoteur d'un gene d'O-methyltransferase de classe II (COMT II) de plante. 
5 2. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce 

qu'il est constitue par un promoteur de COMT II de plante. 

3. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que le promoteur est active par les blessures, les infections virales, les 
agressions aux rayons UV, les agressions chimiques, ou les agressions par pathogene, 

10 un insecte ou un nematode 

4. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que la COMTII de plante est une COMT de plante qui n'est pas 
exprimee dans les plantes saines non trait&s, mais qui est exprim6e a la suite d'une 
agression mecanique, chimique, ou par un pathogene, un insecte ou un nematode. 

15 5. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 4, 

caracterise en ce que la plante est une plante monocotyledone ou dicotyledone, en 
particulier choisie parmi le riz, le bie, l'orge, le tournesol, le mais, le tabac, le colza, le 
soja ou Arabidopsis thaliana. 

6. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 5, caracterise en ce 
20 que la plante est une plante dicotyledone, de preference le tabac. 

7. Fragment d'acide nucleique selon Time des revendications 1 i 6, 
caracterise en ce que le promoteur comprend une sequence en 5' du site d' initiation de 
la traduction ou codon " start " (ATG) de la sequence codante de la COMTII permettant 
la transcription et Fexpression de ladite sequence codante. 

25 8. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 1 & 7, caracterise en ce 

que le promoteur comprend une sequence de plus de 600 nucleotides en amont de 
1'ATG de la COMTII, de preference de plus de 1000 nucleotides en amont de l'ATG, 
plus preferentiellement de plus de 1200 nucleotides en amont de l'ATG. 

9. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 & 8, 

30 caracterise en ce que le promoteur comprend un site d'initiation de la transcription situe 
a moins de 100 nucleotides en amont de l'ATG, avantageusement k environ 90 
nucleotides en amont 
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10. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que Textremite 3' du promoteur est situee entre le site d'initiation de la 
transcription et 1' ATG. ^ 

11. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 10, caracterise ce que 
5 Textremite 3' du promoteur est situee entre 10 et 50 nucleotides en aval du site 

d'initiation de la transcription, plus preferentiellement entre 20 et 40 nucleotides en 
aval, encore plus preferentiellement entre 20 et 30 nucleotides en aval. 

12. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce qu'il est constitue par le promoteur COMTII de tabac defini par la 

10 sequence nucleotidique en amont de l'ATG representee par Tidentificateur de sequence 
1 (SEQ ID NO 1), les sequences capables de s'hybrider de maniere selective k ladite 
sequence et les sequences homologues. 

13. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 12, caracterise en ce 
qu'il est constitue, par la sequence comprise entre les nucleotides 557 et 1796 de 

15 l'identificateur de sequence n° 1 

14. Gene chimere (ou cassette d'expression) fonctionnel dans les cellules 
veg£tales et les plantes comprenant dans le sens de la transcription une sequence de 
regulation en 5', une sequence codante et une sequence de regulation en 3', caracterise 
en ce que la sequence de regulation en 5* comprend le fragment d'acide nucleique selon 

20 l'une des revendications 1 a 13. 

15. Gene chimere selon la revendication 14, caracterise en ce que la sequence 
codante comprend une sequence codante pour un gene rapporteur ou une sequence 
codante pour une proteine d'int6ret. 

16. Gfene chimere selon la revendication 15, caracterise en ce que la proteine 
25 d'interet est une proteine conferant aux plantes des proprietes de resistance aux maladies 

ou aux insectes. 

17. Gfene chimere selon la revendication 16, caracterise en ce que la proteine 
ou peptide d'iriterret est choisi parmi les peptides eiiciteurs fongiques, en particulier les 
elicitines. 

30 18. Gene chimere selon la revendication 17, caracterise en ce que le peptide 

eliciteur fongique est la megaspermine. 

19. Gene chimere selon la revendication 18, caracterise en ce que la 



39 

megaspermine est repre^^^e par I'identificateur de sequence n < ^^(SEQ ID 13). 

20. Gene chimere selon la revendi cation 19, caracterise en ce qu'il cornprend 
la sequence d'ADN represented par I'identificateur de sequence n° 14 (SEQ ID 14). 

21. Gene chimere fonctionnel dans les cellules vegetales et les plantes 
5 caracterise en ce qu'il cornprend dans le sens de la transcription une sequence de 

regulation en 5' comprenant un promoteur inductible, une sequence codante pour un 
eliciteur et une sequence de regulation en 3\ 

22. Gene chimere selon la revendication 21, caracterise en ce l'eliciteur est 
defini dans les revendications 17 a 19. 

10 .23. Gene chimere selon Tune des revendications 21 ou 22, caracterise en ce 
que le promoteur inductible est choisi parmi les promoteurs de phenylalanine ammoniac 
lyase (PAL), d'HMG-CoA reductase (HMG), de chitinases, de glucanases, d'inhibiteurs 
de proteinase (PI), de genes de la famille PR1, de la nopaline synthase (nos) ou du gene 
vspB, le promoteur HMG2, le promoteur de la beta-galactosidase (ABG1) de pomme ou 

15 le promoteur de Famino cyclopropane carboxylate syntase (ACC synthase) de pomme. 

24. Vecteur de clonage et/ou d' expression pour la transformation des cellules 
vegetales ou des plantes, caracterise en ce qu'il contient au moins un gene chimere selon 
les revendications 14 a 23. 

25. Precede de transformation des cellules vegetales, caracterise en ce qu'il 
20 consiste k integrer au genome des dites cellules vegetales au moins un gene chimere 

selon 1'une des revendications 14 a 23. 

26. Cellules vegetales transformees caract£risees en ce qu'elles comprennent 
un gene chimere selon 1'une des revendications 14 k 23. 

27. Plantes transformees caracteris^es en ce qu'elles comprennent un gene 
25 chimere selon les revendications 14 k 23. 

28. Plantes, caracterisees en ce qu'elles contiennent des cellules transformees 
selon la revendication 26 ou obtenues par le precede selon la revendication 25. 

29. Plantes selon la revendication 28, caracterisees en ce qu'elles sont 
r6g6n6r6es k partir des cellules transformees selon la revendication 19 ou obtenues par le 

3 0 precede selon la revendication 18. 

30. Plantes issues de la culture et/ou du croisement des plantes regenerees 
selon la revendication 29. 
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31. Plantes selon Tune des revendications 27 a 30, caracterisees en ce 
qu'elles sont du type monocotyledones, en particulier les cereales, la canne a sucre, le 
riz et le mais, ou dicotyledonss, en particulier le tabac, la soja, le colza, le coton, le 
tournesol, la betterave, le trefle. 

32. Graines des plantes selon Tune des revendications 27 ^.31. 



1 



LISTS DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE- POULENC AGRO 

(B) RUE: 14-20 Rue Pierre BAIZET 

(C) VILLE: LYON 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 69009 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: Promoteur inductible COMTII, gene chimere le 
comprenant et plantes transformees 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 26 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR; 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1863 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



<ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_signal 
<B) EMPLACEMENT : 667 . . 672 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/function= "boite W inverse" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_signal 

(B) EMPLACEMENT: 820. .830 

(D) AUTRES INFORMATIONS .-/function* "boite L inverse" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: enhancer 

(B) EMPLACEMENT: 845. .852 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE : misc_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1034, .1047 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /f unction* "boite P" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1221. .1226 

(D) AUTRES INFORMATIONS : /function* "boite G" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE : misc_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1343. .1356 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /function* "boite L inverse" 

(ix) CARACTERISTIQUE:. 

(A) NOM/CLE : misc_signal 
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(B) EMPLACEMENT: 13 69. .1374 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /function= "boite A" 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: misc_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1377. .1382 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /function^ "boite GT" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_signal 

(B) EMPLACEMENT : 14 83 . . 14 88 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /function^ "boite GT" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1562 . . 1567 

(D) AUTRES. INFORMATIONS: /function= "boite W inverse" 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: misc_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1600. .1614 

(D) AUTRES INFORMATIONS :7function= "boite L" 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CAAT_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1675. .167 9 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: misc_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1681. .1690 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /function^ "boite E w 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CAAT_signal 

(B) EMPLACEMENT: 1695. .1699 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: TATA_signal 

(B) EMPLACEMENT : 1735. . 17 39 

{ ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: rep_origin 

(B) EMPLACEMENT: 1772 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



AAAGTTAGGG 


ACAATCTATA 


GTGTCACAAA 


GTTGCTTATG 


GCTtTTGGTT 


CAGATAAAGA 


60 


AAAAGAACAG 


CATTTTAATT 


TGTGAAGATT 


AGTCTGAGCA 


GAATTTCATT 


GTATCTAGAA 


120 


AGAAAT TGAA 


AAAAGAAATA 


TTCTATTTCA 


CTATTATGTT 


AGGTGCAACT 


ATATCATCAC 


180 


CAT GG AAAAG 


CCGGAGTAAA 


AAGAGAACGT 


AGAGGAGATT 


TCATGATTTG 


ATTGAGAATA 


240 


T AAT AT AT T A 


TTTTTTTGTA 


ATTCCACACA 


AAGATTAAGA 


AAATGATCTG 


ATCAATGATG 


300 


GCTCCGAGGA 


TTTGGCTGTC 


GCGGGAACTA 


TGACAT T AAT 


ATAAAT TTGT 


CGCTGCCTAT 


360 


AAAGACCCTA 


TCTATCTATC 


TATCTATCTA 


TATATATATA 


TATATATATA 


TATATATATA 


420 


TATATATATA 


TATATATATA 


TATATATATA 


TATATATAAG 


CGCT AAT AT T 


TGATTATTTT 


480 


T T AAAAAT AT 


TTATAAGTAT 


ATATGAAATT 


TTTGACGAAA 


TTTTTGTGTG 


ACCGTGACCC 


540 


CTCAACCTAT 


AGTGTGCGTC 


CACCTGTGCC 


AACAATATAG 


AGACAATTTG 


CTCGTATAGT 


600 
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CAGAAAGAGT 


GTTTTACTTT 


TTAGTTGCTT 


TTTAGTGAAT 


CTACTCGGTA 


TAAAGTTAAA 


660 


TTAGTGGGTC 


AATAAGTCGG 


GTGAATAGTT 


AAAGAAAACA 


GTGGTGAGTT 


TAGCTGTCAA 


720 


ATAATTTCTT 


CTTTTTCTTG 


TTTTCACATT 


AGAAATCAAA 


ATAAAACACA 


AGCTTTTTGT 


780 


ATTTATTTTA 


ACACAAGCTA 


ATTATATGTT 


TATATGCTGG 


TTAGGTGAAG 


TAAAGCATGT 


840 


TATATGAGGA 


AAGTACGAAG 


AAAATGTGCC 


AATTGTCGTG 


TACAGCAAAG 


CAGCCAGCAC 


900 


AAGCAAATTC 


GCACTTGATA 


AGTGGCTAAG 


TCCACTTTCT 


AGTGGACCTA 


GTGGTTCACT 


960 


AACTTTTACC 


AAAAAGGCAA 


TAATTTGCAA 


TTCAAAAAGA 


AAAAAGGAAA 


AAAGAAAACT 


1020 


AGACAGACTT 


TAACACACCA 


ACTCCCACAG 


GAAGCAACAA 


TGCAACTCAC 


AAAAGGAAAC 


1080 


CGAGTTTTTC 


CGCGACGGAT 


CTAGAATTTG 


GGTTCATTCT 


TTACGCTTTT 


TCGTATTAAA 


1140 


CTCATTATAT 


TTGTATAATT 


ATGGGTTTAT 


ATTTTTTATT 


TATTGTAATT 


TTTGTAAAAT 


1200 


TT TAT AT ATA 


AGTGTATACT 


CCACGTCTCC 


GGATACTACA 


TTAGCCTCTA 


GGGTTCTTAA 


1260 


TACTCTTGTT 


AAATTGTCCA 


GGCTCCAAAC 


GCATGTTCGT 


TTCAATTTTA 


ACGGATGTTT 


1320 


CCGAACAACT 


CCAAATGTTC 


AATGTTAGGT 


GTGTTTGGTG 


TTAAGCTTCC 


GTCCTAGGTT 


1380 


AATAGAATAG 


ATAATTGTTG 


TTTCTTATAT 


AGTTTTGAAC 


AATCGTCGCC 


ATAAACTAAT 


1440 


TTTTAGGATG 


GAAGCTAATT 


TTTAGGATGG 


AG TACAGCCT 


AAGGTTAAAA 


TATAACTATA 


1500- 


AAAAATATCC 


ATAAAAGGTG 


AAATTTAATT 


AGTAACATGA 


AAAGATAAAA 


CTAGTGTTAT 


1560 


CGGTCAAACT 


TTCAAAAGAG 


AAAGAAATAA 


CTAGACAAAC 


TTCAACAACC 


AACCTGCCCA 


1620 


ACATGCTACT 


GTGCAATTGA 


AAAAT AAAC A 


AAAGAGAACC 


AGACAATATT 


TCAACCAATA 


1680 


TTCCATCAAG 


AAAACCAATT 


ATGACAATTC 


TTAACCAAAG 


TCACAACTAA 


CAC TTATAAA 


1740 


AAGCACTAAC 


TCAACTGTAC 


ATGATTGTGA 


AGCCTAACAA 


AAACACTCTA 


AAAGGAAAAG 


1800 


ACTACGAGAA 


TAAT TACACT 


ACAACTCTTA 


TAGCTAATTC 


TTGTCTCAAG 


ATTTTCAGCT 


1860 


ATG 












1863 


(2) INFORMATIONS POUR 


LA SEQ ID NO: 2: 









(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 5371 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE : promoteur 

(B) EMPLACEMENT : 1 . ,1860 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE : rep_origine 

(B) EMPLACEMENT: 1772 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: exon 
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(B) EMPLACEMENT: 1861. .2281 

{ ix } CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : intron 

(B) EMPLACEMENT: 228?. .3633 

{ ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: exon 

(B) EMPLACEMENT : 3634 . .3944 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: intron 

(B) EMPLACEMENT: 3945. . 4726 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: exon 

(B) EMPLACEMENT: 4727. .5089 

{ i x ) CARACTERI ST I QUE : 

(A) NOM/CLE : terminateur 

(B) EMPLACEMENT: 5090. .5371 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



AAAGTTAGGG 


ACAATCTATA 


GTGTCACAAA 


GTTGCTTATG 


GCTTTTGGTT 


CAGATAAAGA 


60 


AAAAGAACAG 


CATTTTAATT 


TGTGAAGATT 


AGTCTGAGCA 


GAATTTCATT 


GTATCTAGAA 


120 


AGAAATTGAA 


AAAAGAAATA 


TTCTATTTCA 


CTATTATGTT 


AGGTGCAACT 


ATATCATCAC 


180 


CAT GGAAAAG 


CCGGAGTAAA 


AAGAGAACGT 


AGAGGAGATT 


TCATGATTTG 


ATTGAGAATA 


240 


T AAT AT AT T A 


TTTTTTTGTA 


ATTCCACACA 


AAGATTAAGA 


AAATGATCTG 


ATCAATGATG 


300 


GCTCCGAGGA 


TTTGGCTGTC 


GCGGGAACTA 


TGACATTAAT 


ATAAATTTGT 


CGCTGCCTAT 


360 


AAAGACCCTA 


TCTATCTATC 


TATCTATCTA 


TATATATATA 


TATATATATA 


TATATATATA 


420 


TATATATATA 


TATATATATA 


TATATATATA 


TATATATAAG 


CGCTAATATT 


TGATTATTTT 


480 


T T AAAAAT AT 


TTATAAGTAT 


ATATGAAATT 


TTTGACGAAA 


TTTTTGTGTG 


ACCGTGACCC 


540 


CTCAACCTAT 


AGTGTGCGTC 


CACCTGTGCC 


AACAATATAG 


AGACAATTTG 


CTCGTATAGT 


600 


C AG AAAG AG T 


GTTTTACTTT 


TTAGTTGCTT 


TTTAGTGAAT 


CTACTCGGTA 


TAAAGTTAAA 


660 


TTAGTGGGTC 


AATAAGTCGG 


GTGAATAGTT 


AAAGAAAACA 


GTGGTGAGTT 


TAGCTGTCAA 


720 


ATAATTTCTT 


CTTTTTCTTG 


TTTTCACATT 


AGAAATCAAA 


ATAAAACACA 


AGCTTTTTGT 


780 


ATT TAT T T T A 


ACACAAGCTA 


ATTATATGTT 


TATATGCTGG 


TTAGGTGAAG 


TAAAGCATGT 


840 


TAT AT G AGG A 


AAGTACGAAG 


AAAATGTGCC 


AATTGTCGTG 


TACAGCAAAG 


CAGCCAGCAC 


900 


AAGCAAATTC 


GCACTTGATA 


AGTGGCTAAG 


TCCACTTTCT 


AGTGGACCTA 


GTGGTTCACT 


960 


AACTTTTACC 


AAAAAGGCAA 


TAATTTGCAA 


T TCAAAAAG A AAAAAGGAAA AAAGAAAACT 


1020 


AGACAGACTT 


TAACACACCA 


ACTCCCACAG 


GAAGCAACAA 


TGCAACTCAC 


AAAAGGAAAC 


1080 


CGAGTTTTTC 


CGCGACGGAT 


CTAGAATTTG 


GGTTCATTCT 


TTACGCTTTT 


TCGTATTAAA 


1140 


CTCATTATAT 


TTGTATAATT 


ATGGGTTTAT 


ATTTTTTATT 


TATTGTAATT 


TTTGTAAAAT 


1200 


TTTATATATA 


AGTGTATACT 


CCACGTCTCC 


GGATACTACA 


TTAGCCTCTA 


GGGTTCTTAA 


1260 
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TACTCTTGTT 


AAATTGTCCA 


GGCTCCAAAC 


GCATGTTCGT 


TTCAATTTTA 

x x ^^*i-*i. x X X X A 


ACGGATGTTT 


1320 


CCGAACAACT 


CCAAATGTTC 


AATGTTAGGT 


GTGTTTGGTG 


T TAAG C T TCC 


GTCCTAGGTT 

x x n^j v_j x x 


x JOU 


AATAGAATAG 


ATAATTGTTG 


TTTCTTATAT 


AGTTTTGAAC 


AATCGTrGCC* 


AT AAAC T AAT 

x* x iiririv x *xc* x 


i 4 d n 

X *i \J 


TTTTAGGATG 


GAAGCTAATT 


TTTAGGATGG 


AGTACAGCCT 


AAGGTTAAAA 


TATAACTATA 

. X A X Xi*7*V»^ X XJ» X *A 


X JUU 


AAAAATATCC 


ATAAAAGGTG 


AAAT T T AAT T 


AGTAACATGA 


A A AH AT A AAA 


PTARTGTTAT 

w X X w X X <V X 




CGGTCAAACT 


TTCAAAAGAG 


AAAGAAATAA 


CTAGACAAAC 


TTCAAPAAPP 


AAPPTGPPPA 




ACATGCTACT 


GTGCAATTGA 


AAAATAAACA 


AAAGAGAACC 


AG AC AAT AT T 

<^UfaV_r^U^ X ** X X 


T C AACC AAT A 


X D O U 


TTCCATCAAG 


AAAACCAATT 


ATGACAATTC 


TTAACCAAAG 


T C ACAACT AA 

X WiiVw/iUAV X *i-ix 


CACTTATAAA 


i 7 d n 
j. i *±\j 


AAGCACTAAC 


TCAACTGTAC 


ATGATTGTGA 


AGCC TAACAA 


AAACACTCTA 


AA AG G A AAA G 


X O \J \J 


ACTACGAGAA 


TAATTACACT 

x x x x nvtiv x 


ACAACTCTTA 

ilw* X / X X X X 


TAGCTAATTC 


TTGTCTrAAG 

x x vj x x v/m\3 


ATTTTPAdPT 

A X XXX \— >*Plv3\— > X 


X O D U 


ATGGAATCCT 


CAACCAAAAG 


CCAAATACCA 

v.* wrinn x xi.\-> Vw*xx 


ACACAATCAG 


AAGAAGAGPG 


TAAPTRPAPA 
x X"u~x*w x ovnur* 




TAT GCCATGC 


AACTATTGTC 

xxtXw x xi x x \j x ' 


ATCTTCAGTC 

*x x >s^ x x vj x 


CTCCCCTTTG 


TGTTGPATTP 

X X X UV^dTl J. X W 


AAPAATTPAA 


x JOU 


T T G G AA G T T T 


T T GAGA TAT T 

JL X X X. X 


AGCCAAATCT 


AATGACACTA 

x**x X \Jxl\*y*riw X xa 


A ACT T T C TGC 

ririv x x x \^ x \JVy 


TTPTPfl A ATT 
x x x un/ini X 




GTTTCTCAAA 


TTCCTAACTG 


CAC AAAACC T 

^a*x vIVuulv Xp^ X 


GAAGCACCTA 


CTATGTTA AA 
w x xi x vj x x nnA 


TAGGATGPTT 
x nuun x \j x x 


pi nn 


TATGTCTTGG 

X XX X \J X X X 


CTAGTTACTC 

x x x nv x v-/ 


CTTGTTTACT 

x x ^7 xxx nv x 


TGTTCCATTG 

X VJ X X *w VurX^ X X \J 


TTGAAGATGA 


AAAAAATAAT 


?1 fin 

Cx DU 


GGGGGPPAAA 


AAAGAGTGTA 


TGGTTTGTCA 

X V_J XXX VJ X V^Xi 


CAAGTGGGAA 


A ATTPTTTf-IT 
/in. x x x x x o x 


TAAAAATfJAA 




AATGGTGCAT 


PAATGGGGCC 


APTTTTGGPT 

riv/ x x x x vjvjv^ x 


TTGCTTCAAA 

X X X X viixiti 


AT AAAGT AT T 

*i X JW^O X ** X X 


PATAAAPAGP 


99flft 


TGGTAAGTTT 

x vjvj x xru^v? XXX 


TGTCCTACTG 


TGTATTPTTT 

x vj x n x x xxx 


TT GCAGTGGC 


X v3 X *TV X X VJ/* X X 


GPTTGPPTTT 

OV3 X X XXX 


9^4 ft 


T TCACAAGAC 


AAGATTCTTA 

niiun x x w x x *» 


AGTTTTATTA 

xr\vJ x x x x / * x x Xi 


PTTGTPGATT 

\^ x x vj x vjn x x 


TATGTTAGTP 
x n. x vj x x ^*vj x v 


GTATGTGPTA 

w X 2i X V_J X v3 w x ri 


94 nn 


GTGTTATTAT 

X VJ X X X* X X X 


TCTCCATCTG 


ATPCTTTTAT 

n x * x x x x xx x 


TGGTCACTTT 

X \J >J X xxx 


ACCTAAAAAT 


ATTGTTAPAA 

n X X V— » X X ra\f*rUl 


94 fift 


AACATTTGTC 


CTTCTAGAAA 


ATCAGGTATT 

X* X X*#<tXXJ VJ X X* X x 


ATTAATTTTT 

f*X X *T3JT* X X X X X 


PAATT CP ATP 


TTTATT APTP 

XXX X* X X * X V-» 


9R9ft 

•C *J \J 


CAATAGTGAA 


TATGGTTATT 

XXr*XV»JV^X X xi. X X 


AATTAGTGTT 

*»x* X X 1 X v_? X X 


TTAAGGAAGA 

x x *ijr*\j uxviv^n 


TGTAAGGATA 


ATTTAATCAA 


958ft 


AT AGGAT T T A 

fx X i*SJ VJfl XXX Xx 


T TAT T AAT G T 

X X XA X X 41* * X >J X 


TGTCAAAGAT 


TCTGGTGGAT 

x \^ x \j x u\jn x 


GGATCGGAGA 


AAATTTPTTP 


9 64ft 


ATCTTAATCA 

X* X X X XiXi X V^Xa 


GAGTTTGATG 

vjnu xxx v^Xi x vj 


TTCGAGCCAC 


AGGAATGAAT 


TTGTTTTTAA 

X X X X X X X *A*\ 


TAGGGAGTAT 


97ftft 


TTTCTPTTTG 

X X X N-^ X X X X VJ 


AATAGACCTT 

iul X nwiiv V X X 


ACACAATAAA 

AiwOwXlii x ****** 


AGGACAACCC 


GGTACACTAA 

\j x r*v**\^ x ***x 


GPTTPPGTTA 

w\<r X X v>V/Ul X A 


97 60 


TGCGCGGGGT 


TPGGGGAAAG 


GACCGCATCA 


CCAGGTC TAT 


TGTACGCAGP 


GTTAPPCAAP 


2820 


GTGAATCTAA 

w x UiMi x V— ' x An 


AT TAATGAGA 

X X XiXX X XXVJaTX 


CTAAAAAATG 


GAACCCAACA 


CCAG TG AAAA 


CCAAAAAAAG 

v^*t*aXi*^*^tma\j 


2880 


AAGCAAAPTT 


TAGTGGATGG 


CTTGGAAAGA 


TCTTTPTTPT 

X w XXX w X X Vmt X 


TGAATAACTT 

X UiU* X AA/aw X X 


GGAGCGCTAT 


2940 


AT AT T AAGGP 

n x x* x x rrriw w \^ 


GT CGCAGCCG 


TTAGATACTT 

x x nvjx* x riv x x 


TCAAGAAGAA 


AGCTAAAAAA 


TGTTTTAAAG 

x \j x x x x ruuiw 


3000 


TTACGGCGCT 


AGAATAATGA 


AATTTCTCTA 


TATATATAAT 


TCAAAAGTTA 


ATAATTTATT 


3060 


CTCTTAACTT 


AAATCTATAT 


TATAAAACTA 


TATTAAGTAA 


CTTCTGCCTA 


AT T TAT AAT A 


3120 


TACAACTAAT 


GTTTTGAGAA 


AACAAAATAA 


CAACAACATC 


AAACCCAATG 


AAATCCCACA 


3180 


AGTAGAGTTT 


GGGGAGGATA 


GTGTGTACGG 


AGACCTTACC 


CCTACCTTAT 


AAAGTTAAAG 


3240 
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AGGCTGTTTT CGAAAGACTC TCGGCTCAAG AACATTAAAA ATTTGAGAAA ACAAAATATA 3300 

AAT TCAAAAC CTATATTAAG TTTATAATCC AT GG TAT ATT ATATTGGCTT AGTAATCTGA 3360 

AATGAAAGAT TTATGTTTGA CTCCTCTAAA CTTGTTTTTA ATGCAAAAGA G G C AC AAC AT 3420 

AT AT AT TATA AGTATCTTTT TTTGGTTTCC CACTGTGGCC GCTAAATTCG GATTCGCTGG 34 80 

AAGTGTCACA TTGTTGGAGA TGGGGGCAAC GCTCACAACA AAGACGATTC T AT AAT TAG T 354 0 

GTTCGAACCT GAAATTTTAG TTAAAGATAA AGAAGT ACT T ACCATAATGG TAGATATGAT 3 600 

CATATCTGAC TCTCTTTCTA ATTTCAAATT ACAGGTTTGA ACTAAAAGAT GCAGTTCTTG 3 660 

AAGGAGGAGT TCCATTTGAC AGGGTACACG GTGTGCATGC ATTTGAATAT CCAAAATCGG 3720 

ACCCAAAATT CAATGATGTT TTCAACAAGG C AAT GAT C AA TCACACAACT GTAGTCATGA 37 80 

AAAAAATACT TGAAAATTAC AAAGGTTTTG AGAACCTTAA AACTTTGGTT GATGTTGGAG 3840 

GTGGTCTTGG AGTTAACCTC AAGATGATTA CATCTAAATA CCCCACAATT AAGGGCACTA 3900 

ATTTTGATTT GCCACATGTT GTTCAACATG CCCCTTCCTA TCCTGGTACC TTCTCTCGTT 3 960 

CTTATTTTGT TGTTTATTAT ATTTACTTCG ATCATCAGGT CTAGGTCTGT CAAGTTAAAT 4 020 

TCGTTCTCAA AAAAGTTTAT AAAGGTTTTG AACTCCATCA CCTATTGCTT TAGGATTTTG 4 080 

AGTTGTATGC TCTGAGTCTT GCGCATGGTA TCATAGTCAA TTTATTTAAG CTCGTTATTG 4140 

CACTTGTGAA T TCTAT TATA TAAGGAGTAA GCCTACCAAA AAGGAGCGAA AATATTTTCC 4200 

AAAACTCTTT TTAAACCTTC CTCACCCCAT TCCCCTCTCC CCTCTCCCCC AACACCACCC 4 2 60 

ACCACCCCAA CTCCCCCGTC TTAGTTTTTT TATTTATCCT GGACTTTCTT ATATTTTATG 4 320 

CTTTCCTTTA ATTGAACTCT T GTAACT AAA CCATTTGCCC CCCACCCTAT AGTGTTTGCC 4 380 

TAAATTTTAT ATTTTTCAAA ATAATATTTT CTATTTACTA ATTAAACATT AG AAAAT AT T 4 4 40 

TTTCGGATTT TTTTCCACTC ACCAACCAAG CATGGGAAAA TAG T GAT AAA AC TACT CAT T 4 500 

T T T C AAAAT A ATATTTTCAA GGAAAAC AT T TTCCTTTATA CCAAATACCC TTACTCTTGT 4 5 60 

ATACAAATCT TCATGTCGAT GATCTTGCAA TATATATACA TGTATATGTA TGATTTGATA 4 620 

AACCACATGA ACAAAATGGT TGAGCTCTGC GAATTGTGAT ATATGATTTG CTTATGTGTT 4 680 

GTGCACTATC AATT ACT TAA ATTAAACTTC ATCTAATAAT ATTGCAGGGG TGGAACATGT 4740 

TGGGGGAGAT ATGTTTGAAA GTGTTCCAGA AGGAGATGCT ATTTTTATGA AGTGGATTCT 4800 

TCATGACTGG AGTGATAGTC ACAACC TCAA GTTGCTAAAG AACTGCTACA AGGCTCTACC 48 60 

AGACAATGGA AAGGTGATTG TTGTTGAGGC CATTTTACCA GTGAAACCAG ACATTGACAC 4 920 

CGCAGTGGTT GGCGTTTCGC AATGTGATTT GATCATGATG GCTCAAAATC CTGGAGGCAA 4 980 

AGAGCGATCG GAAGAGGAGT TTCGAGCCTT GGCTACTGAA GCTGGATTCA AAGGCGTTAA 50 40 

C T T AAT AT G T TGTGTCTGTA ATTTTTGGGT CATGGAATTC TGCAAGTAGA TTTCTACTGT 51 00 

ACATTGAGTT TCTACTACTC TTGAGTATCC ATTTATGGCA ATCTGGGACT GGAATTGCAG 5160 

CTTAGTCCAG ATTGAACATT GATATTCCTA AT AAT AT T TC TATTATTTCC CTTGTTTATT 5220 
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TCTCTTGTAT GAAAGGATGT CATTTTGAGT ATTGATAATC ATGTTCTCTA GGACAGAAAT 5280 

TGTAACTTTG TCCAACTTTA TTGATATTCC TAG T AAG ATT TAT AT GAC AT GTGTCTCTGG 5340 

TTTGAGAAGA GTTTCAATAT CTACAGACGG G 5371 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1095 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: CDS 
• (B) EMPLACEMENT: 1 . ,1095 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

ATG GAA TCC TCA ACC AAA AGC CAA ATA CCA ACA CAA TCA GAA GAA GAG 48 
Met Glu Ser Ser Thr Lys Ser Gin lie Pro Thr Gin Ser Glu Glu Glu 
15 10 15 

CGT AAC TGC ACA TAT GCC ATG CAA CTA TTG TCA TCT TCA GTC CTC CCC 96 
Arg Asn Cys Thr Tyr Ala Met Gin Leu Leu Ser Ser Ser Val Leu Pro 
20 25 30 

TTT GTG TTG CAT TCA ACA ATT CAA TTG GAA GTT TTT GAG ATA TTA GCC 144 
Phe Val Leu His Ser Thr lie Gin Leu Glu Val Phe Glu He Leu Ala 
35 40 45 

AAA TCT AAT GAC ACT AAA CTT TCT GCT TCT CAA ATT GTT TCT CAA ATT 192 
Lys Ser Asn Asp Thr Lys Leu Ser Ala Ser Gin He Val Ser Gin He 
50 55 60 

CCT AAC TGC ACA AAA CCT GAA GCA CCT ACT ATG TTA AAT AGG ATG CTT 240 
Pro Asn Cys Thr Lys Pro Glu Ala Pro Thr Met Leu Asn Arg Met Leu 
65 70 75 80 

TAT GTC TTG GCT AGT TAC TCC TTG TTT ACT TGT TCC ATT GTT GAA GAT 288 
Tyr Val Leu Ala Ser Tyr Ser Leu Phe Thr Cys Ser He Val Glu Asp 
85 90 95 

GAA AAA AAT AAT GGG GGC CAA AAA AGA GTG TAT GGT TTG TCA CAA GTG 336 
Glu Lys Asn Asn Gly Gly Gin Lys Arg Val Tyr Gly Leu Ser Gin Val 
100 105 110 

GGA AAA TTC TTT GTT AAA AAT GAA AAT GGT GCA TCA ATG GGG CCA CTT 384 
Gly Lys Phe Phe Val Lys Asn Glu Asn Gly Ala Ser Met Gly Pro Leu 
115 120 125 

TTG GCT TTG CTT CAA AAT AAA GTA TTC ATA AAC AGC TGG TTT GAA CTA 432 
Leu Ala Leu Leu Gin Asn Lys Val Phe He Asn Ser Trp Phe Glu Leu 
130 135 140 

AAA GAT GCA GTT CTT GAA GGA GGA GTT CCA TTT GAC AGG GTA CAC GGT 480 
Lys Asp Ala Val Leu Glu Gly Gly Val Pro Phe Asp Arg Val His Gly 
145 150 155 160 

GTG CAT GCA TTT GAA TAT CCA AAA TCG GAC CCA AAA TTC AAT GAT GTT 528 
Val His Ala Phe Glu Tyr Pro Lys Ser Asp Pro Lys Phe Asn Asp Val 
165 170 175 
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TTC AAC AAG GCA ATG ATC AAT CAC ACA ACT GTA GTC ATG AAA AAA ATA 576 
Phe Asn Lys Ala Met lie Asn His Thr Thr Val Val Met Lys Lys lie 
180 185 190 

CTT GAA AAT TAC AAA .GGT TTT GAG AAC CTT AAA ACT TTG GTT GAT GTT 624 
Leu Glu Asn Tyr Lys Gly Phe Glu Asn Leu Lys Thr Leu Val Asp Val 
195 200 205 

GGA GGT GGT CTT GGA GTT AAC CTC AAG ATG ATT ACA TCT AAA TAC CCC 672 
Gly Gly Gly Leu Gly Val Asn Leu Lys Met lie Thr Ser Lys Tyr Pro 
210 215 220 

ACA ATT AAG GGC ACT AAT TTT GAT TTG CCA CAT GTT GTT CAA CAT GCC 720 
Thr lie Lys Gly Thr Asn Phe Asp Leu Pro His Val Val Gin His Ala 
225 230 235 240 

CCT TCC TAT CCT GGG GTG GAA CAT GTT GGG GGA GAT ATG TTT GAA AGT 7 68 

Pro Ser Tyr Pro Gly Val Glu His Val Gly Gly Asp Met Phe Glu Ser 
245 250 255 

GTT CCA GAA GGA GAT GCT ATT TTT ATG AAG TGG ATT CTT CAT GAC TGG 816 
Val Pro Glu Gly Asp Ala lie Phe Met Lys Trp lie Leu His Asp Trp 
260 265 270 

AGT GAT AGT CAC AAC CTC AAG TTG CTA AAG AAC TGC TAC AAG GCT CTA 864 
Ser Asp Ser His Asn Leu Lys Leu Leu Lys Asn Cys Tyr Lys Ala Leu 
275 280 285 

CCA GAC AAT GGA AAG GTG ATT GTT GTT GAG GCC ATT TTA CCA GTG AAA 912 
Pro Asp Asn Gly Lys Val lie Val Val Glu Ala lie Leu Pro Val Lys 
290 295 300 

CCA GAC ATT GAC ACC GCA GTG GTT GGC GTT TCG CAA TGT GAT TTG ATC 960 
Pro Asp lie Asp Thr Ala Val Val Gly Val Ser Gin Cys Asp Leu lie 
305 310 315 320 

ATG ATG GCT CAA AAT CCT GGA GGC AAA GAG CGA TCG GAA GAG GAG TTT 1008 
Met Met Ala Gin Asn Pro Gly Gly Lys Glu Arg Ser Glu Glu Glu Phe 
325 330 335 

CGA GCC TTG GCT ACT GAA GCT GGA TTC AAA GGC GTT AAC TTA ATA TGT 1056 
Arg Ala Leu Ala Thr Glu Ala Gly Phe Lys Gly Val Asn Leu lie Cys 
340 345 350 



TGT GTC TGT AAT TTT TGG GTC ATG GAA TTC TGC AAG TAG 
Cys Val Cys Asn Phe Trp Val Met Glu Phe Cys Lys 
355 360 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synth6tique n° 1 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
CGTTTCGCAA TGTGATTTGA TC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 



(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique n 2 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CTCAAAATGA CATCCTTTCA TAC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii)* TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique n° 3 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CTGAAGATGT CAATAGT TGC ATGGC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PAS1 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
GGTCTAGAGG GCCTTTTAGA GTGTTTTTGT TAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS1 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
AAAGTCGACC GTCCACCTGT GCCAACAAT 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS2 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
TGTTTGGTGT TATGCTTCCG TCCT 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 292 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS 3 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

AAAAAGCTTT TTTAGGATGG AGTACAGCC 29 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 
* (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS 4 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

TTTAAGCTTA AAGAGAACCA GACAATATT 29 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 354 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . . 60 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : / function 33 preproteine 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 61, .60 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /function^ preproteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

atg aac ttc acc get ctg etc get gec gtc gec gec gec ttg gtc gga 48 
Met Asn Phe Thr Ala Leu Leu Ala Ala Val Ala Ala Ala Leu Val Gly 
15 10 15 

tct gec aac gec acc gcg tgc acc gec acc cag cag acc get gcg tac 96 
Ser Ala Asn Ala Thr Ala Cys Thr Ala Thr Gin Gin Thr Ala Ala Tyr 
20 25 30 

aag aca etc gtg age ate ctg teg gac gcg teg ttc aac aag tgc tct 144 
Lys Thr Leu Val Ser He Leu Ser Asp Ala Ser Phe Asn Lys Cys Ser 
35 40 45 

acg gat teg ggc tac tec atg ctg acg gec aag gec etc ccc acc acg 192 
Thr Asp Ser Gly Tyr Ser Met Leu Thr Ala Lys Ala Leu Pro Thr Thr 
50 55 60 
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gcg cag tac aag etc atg tgc gcg tec acg gca tgc aac acc atg ate 240 
Ala Gin Tyr Lys Leu Met Cys Ala Ser Thr Ala Cys Asn Thr Met lie 
65 70 75 80 

aag aag ate gtg acg ctg aac ccg ccc aac tgc gac ctg acg gtg ccc 288 
Lys Lys He Val Thr Leu Asn Pro Pro Asn Cys Asp Leu Thr Val Pro 
85 90 95 

acg age ggc ctg gtg etc aac gtg tac teg tac gcg aac ggc ttc teg 336 
Thr Ser Gly Leu Val Leu Asn Val Tyr Ser Tyr Ala Asn Gly Phe Ser 
100 105 110 

gac aag tgc teg teg ctg 354 
Asp Lys Cys Ser Ser Leu 
115 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i)' CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 354 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERI ST IQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .294 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 13: 

acc gcg tgc acc gee acc cag cag acc get gcg tac aag aca etc gtg 4 8 
Thr Ala Cys Thr Ala Thr Gin Gin Thr Ala Ala Tyr Lys Thr Leu Val 
15 10 15 

age ate ctg teg gac gcg teg ttc aac aag tgc tct acg gat teg ggc 96 
Ser He Leu Ser Asp Ala Ser Phe Asn Lys Cys Ser Thr Asp Ser Gly 
20 25 30 

tac tec atg ctg acg gee aag gee etc ccc acc acg gcg cag tac aag 144 
Tyr Ser Met Leu Thr Ala Lys Ala Leu Pro Thr Thr Ala Gin Tyr Lys 
35 40 45 

etc atg tgc gcg tec acg gca tgc aac acc atg ate aag aag ate gtg 192 
Leu Met Cys Ala Ser Thr Ala Cys Asn Thr Met He Lys Lys He Val 
50 55 60 

acg ctg aac ccg ccc aac tgc gac ctg acg gtg ccc acg age ggc ctg 240 
Thr Leu Asn Pro Pro Asn Cys Asp Leu Thr Val Pro Thr Ser Gly Leu 
65 70 75 80 

gtg etc aac gtg tac teg tac gcg aac ggc ttc teg gac aag tgc teg 288 
Val Leu Asn Val Tyr Ser Tyr Ala Asn Gly Phe Ser Asp Lys Cys Ser 
85 90 95 



teg ctg 
Ser Leu 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1620 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 



294 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(ix) CARACTERISTIQUE: ; : ^ 

(A) NOM/CLE: promoteur COMTII 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .1263 

( ix ) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS Megaspermine 

(B) EMPLACEMENT : 12 64. . 1630 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID 


NO: 13: 






cgtccacctg 


tgccaacaat 


atagagacaa 


tttgctcgta 


tagtcagaaa 


gagtgtttta 


60 


ctttttagtt 


gctttttagt 


gaatctactc 


ggtataaagt 


taaattagtg 


ggtcaataag 


120 


tcgggtgaat 


agttaaagaa 


aacagtggtg 


agtttagctg 


tcaaataatt 


tcttcttttt 


180 


cttgttttca 


cattagaaat 


caaaataaaa 


cacaagcttt 


ttgtatttat 


tttaacacaa 


240 


gctaattata 


tgtttatatg 


ctggttaggt 


gaagtaaagc 


atgttatatg 


aggaaagtac 


300 


gaagaaaatg 


tgccaattgt 


cgtgtacagc 


aaagcageca 


gcacaagcaa 


attegcaett 


360 


gataagtggc 


taagtccact 


ttctagtgga 


cctagtggtt 


cactaacttt 


taccaaaaag 


420 


gcaataattt 


gcaattcaaa 


aagaaaaaag 


gaaaaaagaa 


aactagacag 


actttaacac 


480 


accaactccc 


acaggaagca 


acaatgeaac 


tcacaaaagg 


aaaccgagtt 


tttccgcgac 


540 


ggatctagaa 


tttgggttca 


ttctttaege 


tttttegtat 


taaactcatt 


atatttgtat 


600 


aattatgggt 


ttatattttt 


tatttattgt 


aatttttgta 


aaattttata 


tataagtgta 


660 


tactccacgt 


ctccggatac 


tacattagee 


tctagggttc 


ttaatactct 


tgttaaattg 


720 


tccaggctcc 


aaacgcatgt 


tcgtttcaat 


tttaaeggat 


gtttccgaac 


aactccaaat 


780 


gttcaatgtt 


aggtgtgttt 


ggtgttaagc 


ttccgtccta 


ggttaataga 


atagataatt 


840 


gttgtttctt 


atatagtttt 


gaacaatcgt 


cgccataaac 


taatttttag 


gatggaagct 


900 


aatttttagg 


atggagtaca 


gectaaggtt 


aaaatataac 


tataaaaaat 


atccataaaa 


960 


ggtgaaattt 


aattagtaac 


atgaaaagat 


aaaactagtg 


ttateggtea 


aactttcaaa 


1020 


agagaaagaa 


ataactagac 


aaacttcaac 


aaccaacctg 


cccaacatgc 


tactgtgcaa 


1080 


ttgaaaaata 


aacaaaagag 


aaccagacaa 


tatttcaacc 


aatattccat 


caagaaaacc 


1140 


aattatgaca 


attcttaacc 


aaagtcacaa 


ctaacactta 


taaaaagcac 


taactcaact 


1200 


gtacatgatt 


gtgaagecta 


acaaaaacac 


tctaaaaggc 


ctctagagga 


tccccggggt 


1260 


acc atg aac ttc acc get ctg etc get gec gtc 
Met Asn Phe Thr Ala Leu Leu Ala Ala Val 


gec gec gec ttg gtc 
Ala Ala Ala Leu Val 


1308 



15 10 15 

gga tct gec aac gec acc gcg tgc acc gec acc cag caa acc get gcg 

Gly Ser Ala Asn Ala Thr Ala Cys Thr Ala Thr Gin Gin Thr Ala Ala 

20 25 30 
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tac aaa aca etc gtg age ate ctg teg gac gcg teg ttc aac aag tgc 
Tyr Lys Thr Leu Val Ser lie Leu Ser Asp Ala Ser Phe Asn Lys Cys 
35 40 45 
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tct acg gat teg ggc tac tcc-a^g ctg acg gec aag gee etc ccc acc 1452 
Ser Thr Asp Ser Gly Tyr Ser Met Leu Thr Ala Lys Ala Leu Pro Thr 
50 55 60 

acg gcg cag tac aag etc atg tgc gcg tec acg gca tgc aac acc atg 1500 
Thr Ala Gin Tyr Lys Leu Met Cys Ala Ser Thr Ala Cys Asn Thr Met 
65 70 75 

ate aaa aaa ate gtg acg ctg aac ccg ccc aac tgc aac ctg acg gtg 154 8 
lie Lys Lys lie Val Thr Leu Asn Pro Pro Asn Cys Asn Leu Thr Val 
80 85 90 95 

ccc acg age ggc ctg gtg etc aac gtg tac teg tac cca aac ggc ttc 1596 
Pro Thr Ser Gly Leu Val Leu Asn Val Tyr Ser Tyr Pro Asn Gly Phe 
100 105 110 

teg gac aag tgc teg teg ctg taa 1620 
Ser Asp Lys Cys Ser Ser Leu 
115 

(2) INFORMATIONS POUR* LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synth^tique PAS 2 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 

CGCGGATCCC CTTTTAGAGT GTTTTTGTTA GGC 33 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii} TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synth6tique PS 5 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

ACGCGTCGAC GTTAGGGACA ATCTATAGTG TCAC 33 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS6 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17:* 

ACGCGTCGAC GCTCCGAGGA TTTGGCTGTC GCGG 34 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide, 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS7 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
ACGCGTCGAC GCTGGTTAGG TGAAGTAAAG CATG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

• (C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS8 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

ACGCGTCGAC GCATGTTATA TGAGGAAAGT ACG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS 9 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
ACGCGTCGAC GCAGCCAGCA CAAGCAAATT CGC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS10 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
ACGCGTCGAC GACTTTAACA CACCAACTCC C 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS11 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
ACGCGTCGAC CGGATCTAGA ATTTGGGTTC ATTC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ JD NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS12 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 

ACGCGTCGAC GTGTATACTC CACGTCTCCG GATAC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS13 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 24: 
ACGCGTCGAC GTTCAATGTT AGGTGTGTTT GG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PAS 3 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25: 
CGCGGATCCG CTTAACACCA AACACACCTA ACATTG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Oligonucleotide synthetique PS14 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26: 
ACGCGTCGAC CAGTGGTGAG TTTAGCTGTC 
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